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Uber Lislichkeitsbeeinflussungen durch Salze. 
Von 
Hans y. Euler und Karin Rudberg. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion sugegangen am 7, Juli 1924.) 


Die Versuche, welche im folgenden mitgeteilt werden, be- 
ziehen sich nicht auf diejenige Gruppe von Léslichkeitsbeein- 
flussungen durch Salze, welche zwischen zwei gleichionigen 
Elektrolyten auftreten; diese Vorgiinge sind bekanntlich von 
Nernst?) auf Grund des Massenwirkungsgesetzes theoretisch 
behandelt und im Prinzip aufgeklirt worden. Unsere Unter- 
suchung bezieht sich vielmehr auf die Gruppe von Erschei- 
nungen, welche allgemein beim Aussalzen von Nichtelektro- 
lyten in Betracht kommt, und schlieBt sich zunichst an eine 
Arbeit von Euler und Svanberg ,Zur Kenntnis der Ionen- 
wirkung* an.*) Die genauere Kenntnis dieser Gruppe von 
lonenwirkungen kann bei der gegenwiirtig vielfach versuchten 
Revision der Grundsiitze und Anwendungsformen der klassi- 
schen [onentheorie vielleicht zur Klairung beitragen. 

In seiner ersten Untersuchung iiber diesen Gegenstand, 
1899, hat der eine von uns‘) die aussalzende Wirkung der 
Ionen durch den Ausdruck gemessen: 

1 1,-1, 


n i 





b) 


wo n die Konzentration der Salziquivalente, /, die Liéslichkeit 
des Nichtelektrolyten in Wasser und 7 diejenige in der Salz- 





') Nernst, Zs. physikal, Chem. Bd. 4, S. 372 (1890). 
*) Euler u. Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd, 6, Nr. 14 
(1917). — Euler, Zs. Elektroch. Bd. 23, S. 192 (1917). 
*) Euler, Zs. physikal. Chem. Bd. 31, S. 360 (1899). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. | 8 
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lésung angibt, und hat spiter1) vorgeschlagen, diese Grife, 
die ,,aquivalente Léslichkeitsbeeinflussung“, mit 100 multipliziert, 
mit — AS zu bezeichnen. 


Aus den wenigen 1899 vorliegenden Daten von Setsche. 
now”), Steiner’),Gordon‘)und W. A.Roth®) hat Euler (a.a.0, 
den SchluB gezogen, daB bei den untersuchten Elektrolytey 
die Reihenfolge der aussalzenden Wirkung unabhingig 
ist von der Natur der ausgesalzenen Nichtelektrolyte, 
daB also die aquivalente Léslichkeitsbeeinflussung 
eine additive Eigenschaft der gelisten Substanzen 
ist. Durch zahlreiche Arbeiten, unter welchen wir diejeniger 
von Rothmund®), Braun’), Wilsmore’), Biltz®), Mc Laucb. 
lan’), Euler"), Knopp’), Geffken?*), Levin*‘), Thorin™ 
und Linde?®) genannt seien, hat dieser Satz seitdem eine 
weitgehende Bestiitigung erfahren. Auf Grund desselben wiri 
ein vom angewandten Nichtelektrolyten wenigstens angeniihert 
unabhingiges, relatives MaB8B der aussalzenden Wirkung de: 
Salze gewonnen, welches von Kuler und Svanberg durch 
folgende Zahlen?") dargestellt wurde: 





1) Euler u. Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 6, Nr. 14 
(1917). — Euler, Zs. Elektroch. Bd. 23, S. 192 (1917). 

*) Setschenow, Zs. physikal. Chem. Bd. 4, 8. 117 (1889). 

3) Steiner, Wied. Ann. Bd. 52, S. 275 (1894). 

4) Gordon, Zs. physikal. Chem. Bd, 18, S. 1 (1895). 

5) Roth, Zs. physikal. Chem. Bd. 24, S. 114 (1897). 

®) Rothmund, Zs. physikal. Chem. Bd. 33, 8. 401 (1900). 

’) Braun, Zs. physikal. Chem. Bd, 33, 8. 721 (1900). 

8) Rothmund u. Wilsmore, Zs. physikal. Chem. Bd. 40, S. 61! 
(1902). 

*) Biltz, Zs. physikal. Chem. Bd. 43, S. 41 (1908). 

10) Me Lauchlan, Zs. physikal. Chem. Bd, 44, S. 600 (1903). 

11) Euler, Zs. physik. Chem. Bd. 49, 8. 303 (1904). 

2) Knopp, Zs. physikal. Chem. Bd. 48, S. 97 (1904). 

3) Geffken, Zs. physikal. Chem. Bd. 49, S. 257 (1904). 

4) Levin, Zs. physikal. Chem. Bd. 55, 8. 513 (1906). 

5) Thorin, Zs, physikal. Chem. Bd. 89, 8. 685 (1915). 

16) Linde, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 6, Nr. 20 (1917). 

7) Denselben liegen die Versuche fiir 1 n-Salzlésungen zugrunde. 
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NH,NO, . .. 0 es <e.'l. Go. ge 
Ss i © 1/(NH,).5O, . . 2 
Re eg no eee 6 oe at 
Oo. cs ss ‘ii. « 3 os 
es ae ps 1/,K,SO, . . . 84 
NatO,. . «. . 45 ao, . . . 8 
Naber... : Tomes st le 
Beh. > aes ee 


Ks ist vielleicht nicht tiberfliissig zu betonen, daB diese 
Zahlen nur einen (fiir die Temperatur von 20° und 0,5 bis 
1 n-Lisungen giiltigen) relativen Mittelwert geben, von welchem 
die fiir die verschiedenen Nichtelektrolyte erhaltenen Kinzel- 
werte von — AS stark (bis zu 100°/,) abweichen kénnen. 

Was zunichst die Nichtelektrolyte betrifft, welche in 
_ diese Mittelwerte einbegriffen sind, so miissen natiirlich die- 
| jenigen ausgeschlossen werden, welche mit den Salzen Ver- 
q bindungen irgendwelcher Art eingehen, und — wie gleich 
7 betont werden mag — zeigen gerade solche Léslichkeits- 
 messungen, daB Molekularverbindungen zwischen Nichtelektro- 
 lyten und Neutralsalzen haufig auftreten und in Wasser nicht 
' vollstindig zerfallen sind. Wir kommen im Verlauf dieser 
| Mitteilung noch hierauf zuriick. 


Der Ausdruck 





U 1 l.—l, 
— AS =— “+ —. -. 100 
n l.. 
ist von der Salzkonzentration x — wenn Nebenwirkungen 
' durch chemische Bindungen sich nicht geltend machen — in 


_der Weise abhingig, daB die aussalzende Wirkung per 
_brammolekil Salz, mit steigender Verditinnung des 
-Salzes zunimmt. Im Sinne der klassischen Dissoziations- 
_theorie kann man diese Beziehung darauf zuriickfiihren, daB 
es die freien Ionen sind, welche aussalzend wirken, und daB 
_der Dissoziationsgrad des Salzes mit steigender Verdiinnung 
| ansteigt. 


Im AnschluB an seine ersten Messungen an Athylacetat 
'4a.Q.) hat der eine von uns vor langerer Zeit einige weitere 
'Yersuche tiber die Aussalzung von der gleichen Substanz durch 
i 
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NaCl und KNO, angestellt*) und die Léslichkeitserniedrigung 
nicht auf die gesamte Salzkonzentration, sondern auf die Jonep. 
konzentration bezogen, und in der Formel fiir — AS wurde 
also n mit dem Dissoziationsgrad y multipliziert. Da zur Berech. 
nung von y fiir héhere Konzentrationen als 0,5n ein unsicherey 
Korrektionsfaktor wegen der inneren Reibung eingefiihrt werdey 
mub, geben wir hier die Zahlen nur fiir die Konzentrationey 


0,5n bis 0,1 n an. Die Zahlen gelten wie die friiheren fiir 28° 











NaCl KNO, 
ie as 
hip | y | -ASly | —AS y | ~ 4S 
0,10 441 | 085 | 51,9 22,2 0,83 | 26,75 
0,25 42,0 | 0,79 | 58,2 21,1 0,77 | 27,4 
0,50 38,8 | 0,75 | 51,7 19,8 0,74 | 268 





In ihnlicher Weise hat E. Linde in diesem Laboratorium 
Versuche iiber den KinfluB der Salzkonzentration auf die Aus. 
salzung von Athyliither angestellt, und hat die Loslichkeits. 
erniedrigungen teils mit, teils ohne Beriicksichtigung des Dis. 
soziationsgrades der Salze berechnet. Von seinen Versucheu 
sei ein mit NaCl angestellter hier wiedergegeben: 

















. . 7,88 — 1, 7,88 — / 

: n-7,88 n+ 7,88 
1,0 0,675 0,414 0,613 
0,8 0,697 0,427 0,612 
0,6 0,720 0,444 0,617 
0,5 0,734 0,447 0,609 
0,4 0,747 0,444 0,595 
0,3 0,772 0,440 0,570 
0,2 0,798 0,431 0,541 
(0,1) (0,839) (0,279) (0,333) 


Linde findet, da die relative Erniedrigung unte 
Beriicksichtigung der Dissoziation eine recht befriedigend: 
Konstanz zeigt; nur der letzte Wert, der sich auf 0,1 n-Lésun: 





1) Die frither (1899) erhaltenen AS-Werte fir Athylacetat sind nicht 
unerheblich zu klein gefunden worden. 








uy 
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hezieht, weicht aus einer nicht aufgeklirten Ursache stark von 
den anderen ab. Die Kurve, welche Linde fir die Aus- 
salzung von Athylither durch NaCl erhalten hat, deutet darauf 
hin, daB bei sehr kleinen Salzkonzentrationen die Léslichkeit 


a des Athers itiber den Wasserwert hinausgeht, so daB ein Maxi- 


num der Léslichkeit bei etwa 0,02n-NaCl eintreten wiirde. 


: Ahnliche Erfahrungen haben bei der Untersuchung der Aus- 


salzung der Salicylsiure durch KNO, Hoffmann und Lang- 
beck gemacht. 

Wir haben untersucht, ob ein solches Maximum beim 
Athylacetat auftritt, und zwar in Liésungen von schwach aus- 
salzenden lonen, nimlich in verdiinnten Lésungen von KNO, 
und von LiNO,. Leider werden bei Salzkonzentrationen unter 


‘ 0,10n die Léslichkeitsdifferenzen /,—/, so klein und infolge- 


dessen wird der Kinflu8 der analytischen Fehler!) und auch 
der Temperatur so groB, daB wir aus einem mit 0,05 n-KNO, 


4 angestellten Versuch — AS nicht mit erforderlicher Genauig- 


keit berechnen kénnen. 
Unsere neueren Versuchszahlen sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 

















' Salz- Lislichk. d. Athylacet. _ASs . hilt 
onzentration in g-Mol/Liter 
KNO, bei 30,1° 
0 0.779 — —_ ~ 
0,100 0,756 29,5 0,83 35,6 
0,250 0,734 23.1 0,77 30,0 
LiNO,s bei 29,7° 
( 0,791 — — — 
0,181 0,764 18,9 0,80 23,6 
0,0723 0,784 12.2 0,87 14,0 
0,0362 0,787 14,0 0,90 15,5 














Was zuniichst die analytisch gefundenen Lislichkeitswerte 
betrifft, so diirfte die fiir 0,100 n-KNO, gefundene Léslichkeit 


') Die analytisehe Bestimmung des Athylacetats geschah wie friiher, 


| durch Zusatz eines Uberschusses von Alkali und Riicktitrierung mit 


Siure nach erfolgter Verseifung des Esters. Siehe im iibrigen die Mitt. 


4 von Euler, Zs. physikal. Chem. Bd. 31, S. 360 (1899). 
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des Athylacetats etwas zu niedrig sein, so daB der Wert 
— AS:y = 35,6 etwas zu hoch ist.) 

Bei LiNO, scheint nach den erhaltenen Zahlen ein kleine; 
Minimum fiir — AS bei etwa 0,07 n-Lésung einzutreten; das 
Minimum liegt aber innerhalb der Versuchsfehlergrenze: 
rechnen wir nimlich mit der bei 2 Versuchen erhaltenen 
Léslichkeit 0,783, so erhalten wir fiir den Wert 0,14 und fi 
—AS:y den Wert 16. Immerhin macht es der Gang der 
Werte — AS:y mit der Salzkonzentration wahrscheinlich, dai 
‘sich neben der aussalzenden Wirkung des LiNO, noch ein bei 
kleinerer Salzkonzentration stirker hervortretender Affinitits. 
rest zwischen LiNO, und Athylacetat geltend macht. 

Diese Erscheinung findet man bei einer Reihe von Stoffen, 
unter anderem bei gewissen Ampholyten wieder. Das niihere 
Studium der 4S-Werte ist deshalb geeignet, kleine, zwischen 
Salzen und Nichtelektrolyten bestehende Affinitiiten aufzudecken, 

Auf den Zusammenhang zwischen der aussalzenden Wir. 
kung der Neutralsalze und anderen EKigenschaften der Salz- 
lésungen wollen wir hier nicht eingehen, indem wir auf die 
erwihnte Mitteilung von Euler und Svanberg (1917) ver- 
weisen. In einer Arbeit (Medd. Carlsberg Lab. Bd. 5, Nr. 4, 
1923), die zu besprechen wir keine Veranlassung haben, ist 
behauptet, der eine von uns (E.) hiitte die Kontraktion als 
MaB des inneren Druckes betrachtet. Diese Bemerkung ist 
offenbar nicht zutreffend. 


Aminosauren. 


Bei den Aminosiiuren ist die Kenntnis des Salzeinflusses 
auf die Léslichkeit insofern von besonderem Interesse, weil 
ein AnschluB an die bereits bekannten Elektrolytwirkungen 
auf KiweiBkérper zu erwarten ist; dies ist der Ausgangspunkt 
fiir die Versuche gewesen, welche vor langerer Zeit Lundén’ 
auf Veranlassung des einen der Verfasser angestellt hat. 





1) In einer Versuchsreihe wurde allerdings die Léslichkeit 0,74 


erhalten. 
*) Lundén, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 2, Nr. 11 (1900): 
Siehe auch Euler, Diese Zs. Bd. 97, S. 291 (1916). 








oe? 
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Wir haben ferner beim System Aminosiure—Neutralsalz 


jen Vorteil, daB wir hier tiber die Art der Bindung die, 
' wenn auch nicht streng bewiesene, so doch sehr naheliegende 
- Annahbme machen kénnen, daB die Carboxylgruppe das Metall, 
_ die Aminogruppe das Anion des Neutralsalzes bindet.?) 


Seit lingerer Zeit ist Pfeiffer mit zahlreichen Mitarbeitern ”) 


mit dem Studium der Léslichkeitsbeeinflussung der aliphatischen 
' Aminosiiuren durch Neutralsalze beschiftigt, und man verdankt 
' ihm eine Reihe wertvoller Beitrige zur Kenntnis der Verbin- 
; dungen Aminosiiure—Neutralsalz.*) 


Die Form der von Lundén erhaltenen Léslichkeitskurve 


' zeigte, daB sich hier zwei Einfliisse superponieren, niimlich die 
: Aussalzung, gemessen durch den Ausdruck — 4S und ander- 
; seits eine Léslichkeitserhéhung, veranlaft durch das Auf- 
treten einer Verbindung Aminosiure—Neutralsalz. 


Betrachtet man zuniichst die nichtdissoziierten Molekiile 


' einer Aminosiiure, so ist eine der oben erwihnten Regel ent- 
' sprechende Aussalzung zu erwarten. Beriicksichtigt man die 


hisher fir Aminosiuren angenommenen elektrolytischen Dis- 
soziationskonstanten, etwa fiir Leucin A, =1,8-10-", fir 
K, = 2,3-107-"%, so ist der Umsatz dieses Stoffes, sei es, dab 


F man ihn als Saure oder als Base behandelt, mit dem Neutralsalz 


NaCl zu vernachlissigen. Nun hat vor einiger Zeit Bjerrum 
die Hypothese aufgestellt, daB Aminosiuren in wiBriger Lésung 
zu einem wesentlichen Teil als Zwitterionen *A-~, also 
*H,N-R-COO-, vorhanden sind.‘) Wie schon Bjerrum erwahnt 
hat, stellen sich unter dieser Annahme die Léslichkeitsverhilt- 


| ulsse einer Aminosiiure in Salzlésungen anders. ,,Mit Riick- 
| sicht auf ihre elektrischen Ladungen muB man erwarten, daB 





') Ob Na und Cl an das gleiche Aminosiure—Molekiil gebunden 


_ werden, oder an zwei solche Molekiile bleibt noch zu untersuchen. 


*) Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 48, S. 1938 (1915). — Pfeiffer und 


| Wirgler, Diese Zs. Bd. 97, S. 128 (1916). — Pfeiffer und Angern, 
: Diese Zs. Bd. 133, S, 180 (1924) und Bd. 135, S. 16 (1924). 


*) Pfeiffer und v. Modelski, Diese Zs. Bd. 81, S. 331 (1912) 


| und Bd. 85, S. 1 (1913). 


‘) Bjerrum, Zs, physikal. Chem. Bd. 104, S. 147 (1923). 
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ein Zusatz von Neutralsalz hier die Aktivitat ver. 
ringern und die Léslichkeit vergréBern wird, dhnilich 
wie dies bei Salzen ohne gemeinschaftliche Ionen immer de; 
Fall ist.“ 


Besonders in Riicksicht auf sehr schwache Ampholyte, 
wie z. B. Athylacetat, hat uns die Frage interessiert, inwieweit 
es moglich ist, aus der Léslichkeitskurve einer Aminosiiure 
in Neutralsalzlésungen verschiedener Konzentration Aufschliisse 
iiber die relative Konzentration der Zwitterionen in Amino. 
‘ sdurelésungen zu erhalten. 


Stellen wir uns hier — ohne auf die Frage der Aktivitit 
einzugehen — einstweilen auf den Standpunkt Bjerrums und 
nehmen seine Voraussetzungen an, die zu dem oben erwihnten 
SchluB fihren, daB die Léslichkeit der Aminosiiuren in Wasser 
durch Neutralsalze erhéht wird. 


Es muff dann zuniichst gefragt werden, wie die Tatsache, 
daB in zahlreichen Fallen Neutralsalze keine Léslichkeits- 
erhéhung, sondern eine Léslichkeitserniedrigung hervor- 
rufen, zu deuten ist. Man kénnte annehmen, daB der w- 
dissoziierte Anteil der Aminosiure, auch wenn er _ nach 
Bjerrum bei aliphatischen Aminosiuren sehr klein ist — da 
er mit *4~ im Gleichgewicht steht —, immerhin die Gesant: 
léslichkeit der Aminosaiure bestimmt, und daB die Léslichkeit 
dieser nicht dissoziierten Molekiilart wie diejenige andere 
Nichtelektrolyte durch das Neutralsalz vermindert wird, wobei 
diese Aussalzung den Einflu& des doppelten Umsatzes_ iiber- 
wiegen kann. Es wire dann immerhin noch zu erwarten, dat 
bei Aminosiuren der Wert — AS kleiner ist als bei anderen 
Nichtelektrolyten; dies ist aber, wie gleich erwihnt sei, all: 
gemein nicht der Fall. Uberhaupt ist bei aliphatischen Amino- 
siuren weder — 4S noch — 4S/y konstant, sondern variiert 
stark mit der Konzentration des Neutralsalzes, wie dies auch 
bei anderen Systemen der Fall ist, wenn sich ein léslichkeits- 
erhéhender und ein ldslichkeitserniedrigender Einflu8 super- 
ponieren. Da bis jetzt eine solche Konzentrationsbeziehung 
“nur beziiglich der o-Aminobenzoesiure (die oben erw&hnten 


| 


[a | 








\y 
4 
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 Versuche von Lundén) vorliegt, so seien im folgenden unsere 
bh F Messungen am System T'yrosin—NaCl angefiihrt.}) 


1-Tyrosin und NaCl bei 20,5°. 





NaCl- mg N g Tyrosin 
. Mittal |° 7 Tyrosin | —AS 
Konz. |in 10ecm per Liter per Liter 
0 0,345 0.446 
0,345 0,446 
0,345 0,345 0,446 0,00246 — 
0.05 n. 0,355 
0,340 
0,335 0,343 0,444 | 0,00245 |] 9,0 
010n. | 0,835 
0.335 
0,335 0,335 0,433 0,00239 29,2 
0,25 n. 0,300 
0,300 0,300 0,388 0,00214 | 52,0 
. : 
qTyrasin Tyrosin+Na CI 
per Lifer 
. 
a eo | H 
0440 =< Seen Sania Semmens Gana 
Sk | 
, nal 
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Simtliche Léslichkeitsbestimmungen wurden in 


Jenaglasréhren mit eingeschliffenem Stopfen unter mechanischem Schiit- 
| teln bei konstanter Temperatur ausgefihrt und zwar mit einem reich- 
4 lichen Ubersehu8 der zu lésenden Substanz. Nachdem sich der Boden- 
F korper abgesetzt hatte, wurde das zur Analyse erforderliche Volumen 
| der gesiittigten Lésung mit einer auf die Versuchstemperatur vorgewirmte n 
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In der Figur gibt die punktierte Kurve die Léslichkeite, 
an, die ausgezogene Kurve die Werte von — AS. Wie hieray; 
und aus der Tabelle ersichtlich, steigt — 4S und noch mely 
—AS/y stark mit zunehmender Salzkonzentration, wiihrey| 
diese Werte bei normalem Nichtelektrolyten wenigstens 4). 
nihernd von der Salzkonzentration unabhangig sind; in kor. 
zentrierten NaCl-Lésungen scheinen die — 4 8-Werte wiedy 
abzunehmen. 

Der Verlauf der Kurve ist natiirlich fiir jeden Elektr. 
lyten, je nach dessen aussalzender Wirkung, verschiedey, 
Wir geben noch einige Zahlen fiir das System Tyrosin uni 
LiNO, an. 





Pipette abgenommen und der Gehalt an Aminosiiuren bestimmt uw 
zwar durch Stickstoffbestimmung mittels der als Mikromethode zu x 
auBerordentlicher Genauigkeit ausgearbeiteten Methode von Kjeldah| 
Jedesmal wurde die Léslichkeit der Aminosiiure in Wasser und in de 
untersuchten Salzlésungen getrennt bestimmt. 

Die untersuchten Substanzen waren 1-Tyrosin, gekennzeichnet dure! 
seinen Schmelzpunkt, 235°; seine Drehung in Salzsiiurelésung von ge: 
gebener Stiirke (4°/,ig) variiert mit der Konzentration des Tyrosins nicl 
unerheblich; eine Lésung von 4,264 g¢ Tyrosin in 100 cem 4°/, iger HC! 
hat die spez. Drehung — 11,76°, welche mit steigender Verdiinnung de: 
Tyrosins in der gleichen salzsauren Liésung zunimmt. 

Das Leucin war ein reines racemisches Priiparat ohne Drehung. 

Lésungen, welche sowohl Tyrosin als Leucin enthielten, wurden 
in folgender Weise untersucht: der gesamte Stickstoffgehalt wurt: 
nach der Mikro-Kjeldahlmethode bestimmt. Das Tyrosin wurde kolor: 
metrisch gemessen, und zwar durch die Xanthoproteinreaktion in alk 
lischer Lésung. Dabei kam ein sehr gutes und empfehlenswerte 
Kolorimeter nach Biirker der Firma E. Leitz, Wetzlar, zur Anwendung 
Als Vergleichslésung benutzten wir eine n/50-K,Cr,O,-Lisung, welche 
gegen eine durch die Mikro-Kjeldahlmethode gemessene Tyrosinlisun: 
gestellt worden war. 

Zu den kolorimetrischen Versuchen wurden je 0,5 ccm tyrosinhaltig 
Lésung mit 1 cem konz. Salpetersiiure gemischt, die Mischung gen! 
3 Minuten im Wasserbad gekocht, unmittelbar in kaltem Wasser ab- 
gekiihlt und mit 1 ccm konz. NaOH unter Abkiihlen versetzt. 

Die Léslichkeit des 1-Tyrosins in Wasser fanden wir in sehr gute! 
Ubereinstimmung zu dem von Pfeiffer und Angern angegebenen Wert 
Das Léslichkeits-Minimum bei variierendem py ist bekanntlich unsebat! 
was zum Teil auf dem kleinen Wert des Produktes K, x K, = 107° beruht. 
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l-Tyrosin und LiNO, bei 20,5°. 





— ——— 


: mg N ’ g Tyrosin | g-Mol. Tyrosin 
iNO,- , Mittel ; 
LINO, ons in 10 ccm per Liter per Liter 
0 _ 0,345 0,446 0,00246 
0,10 n. 0,120 
0,125 
0,115 0,120 0,155 0,00086 
0,25 n 0,01 
0,01 
0,01 0,01 0,0129 0,000071 














Die Tyrosinkonzentrationen in den beiden Salzlésungen, 
hesonders in der 0,25 normalen, waren so klein, daB hier die 
Versuchsfehler natiirlich groB sind. Wir erhalten fiir — 48S 


| die angeniherten Werte 6 bzw. 4. Eine Andeutung einer 


Lislichkeitserhéhung ist nicht vorhanden. 
Beim Leucin liegen die Verhialtnisse recht kompliziert. 
Nach Pfeiffer und Angern bewirken 0,02 Mole NaCl in 


 5cem gesittigter Lisung eine Aussalzung von 37,2°/,. Um- 


gerechnet gibt dies (unter Vernachlassigung des Lésungs- 


volumens des Leucins) eine rund 3n-Salzlésung, fiir welche 


sich —AS zu etwa 0,12 ergeben wiirde. Selbst haben wir 
dl-Leucin untersucht, dessen Lislichkeit in Wasser wir ge- 
ringer fanden, als Pfeiffers Angaben fir l-Leucin entspricht. 
Aus der folgenden Tabelle ergibt sich fir 0,25 n-NaCl der 
Wert — AS = 0,146. 

d,l-Leuein. Temp. 21°. 





ais N g Leucin -Mol. Leucin 
NaCl-Konz. — Mittel se 5 “ 
per ecm per Liter per Liter 
0 1,08 
1,08 1,08 10,11 0,0771 
0.25 n. 1,04 
1,04 1,04 9,74 0,0743 














Kine Léslichkeitserhéhung durch NaCl konnte auch hier 


| nicht gefunden werden. 


Bei den friiheren Léslichkeitsbestimmungen an _alipha- 
tischen Aminosiiuren ist in der Regel nicht beriicksichtigt 
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worden, daf die sauren Eigenschaften dieser Stoffe die basische, 
iiberwiegen, insofern die Lésungen dieser Stoffe sowohl nach 
der elektrometrischen Fundamentalmethode, als durch In¢j. 
katoren gemessen, sauer sind. Abgesehen von der theoretische, 
Seite dieses Umstandes muBte zuniichst — um die Repro. 
duzierbarkeit der Léslichkeitsbestimmungen zu gewiihrleistey — 
untersucht werden, wie stark die Léslichkeit durch gering 
Verschiebungen der Aciditit der Lésung veriindert wird. Wy 
haben deshalb zunichst zwei Phosphatlésungen untersucht, 
deren Reaktion zu beiden Seiten des isoelektrischen Punktes 
des Leucins lagen. Der isoelektrische Punkt in wiibriger 
Lésung berechnet sich nach Michaelis aus den Konstanten 
K,=1,8-10-" und XK, = 23-10-" mam 08-10%. Va 
Dinatriumphosphat und von Monokaliumphosphat wurden 
Lisungen hergestellt, welche in bezug auf PO, 0,10 molar 
waren. Beide wurden mit Leucin gesittigt und zwar bei 21° 
Die Resultate waren: 

KH,PO,-Lés. py = 4,33 Nach Sittigen mit d,l-Leucin p,, = 4.62. 





Na,HPO,-Lés. py = 8,75. * ‘ * Pu = 8,06. 
r . : mg N g Leucin 
Lésung; 20,5" in 0,5 eem Lit 
er 1ter 
Mittel : 
d,l-Leucin + 0,1 mol. KH,PO, . . 0,510 9,552 
d,l-Leucin + 0,1 mol. Na,HPO, . . 0,465 8,709 








In den Unterschied der Léslichkeiten geht hier aufer der 
verschiedenen Aciditait noch die Verschiedenheit der aussalzen- 
den Wirkung von K- und Na-Ion ein. Die wesentliche Diffe- 
renz ist aber durch die ungleiche Aciditit verursacht. Sollen 
Léslichkeiten von Ampholyten in verschiedenen Lésunge 
anderer Elektrolyte verglichen werden, so muB jedenfalls p, 
und isoelektrischer Punkt definiert sein. Dabei bleibt 2 
untersuchen, wie sich der isoelektrische Punkt der Amino- 
siuren und der Dissoziationsrest bei Aussalzung und bei Lis- 
lichkeitserhéhung mit dem Salzgehalt verschieben.') 





‘) Vgl. hierzu die interessanten Berechnungen von Michaelis 
(Biochem. Zs. Bd. 108, S. 225 (1920)] und ,,Die Wasserstoffionen-Konzen 
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or 





Mischung zweier Aminosduren. 


: Pfeiffer und neuerdings Pfeiffer und Angern haben 
nit Erfolg Gemische von Aminosiiuren durch Salzzusatz zu 
a trennen versucht, und es ist zu erwarten, daB sich bei niherer 
 Ausarbeitung, die Pfeiffer in Aussicht stellt, analytisch wert- 
' yolle Methoden, besonders fiir biochemische Arbeiten ergeben. 
4 Ohne in dieses Arbeitsgebiet eingreifen zu wollen, seien nur 
bei dieser Gelegenheit ein paar Zahlen mitgeteilt, welche 
: vielleicht im Zusammenhang mit den Pfeifferschen Unter- 
' suchungen einiges Interesse bieten kinnen. Sie beziehen sich 
' auf die Konzentration der an zwei Aminosiuren gesiittigten 
Lisungen (Temp. 21°) 
d,!-Leucin + Tyrosin Leucin 9,87 g Tyrosin 0,338 g 
d,l-Leucin + Tyrosin, 0,25 n-NaCl Leucin — Tyrosin 0,131 g 
Das Tyrosin wurde in der S. 122 beschriebenen Weise 
_kolorimetrisch bestimmt, auBerdem wurde die Stickstoffmenge 
in der Mischung kontrolliert. 
_ Es wurde (nach der Mikro-Kjeldahlmethode) gefunden 1,08 g N per Liter. 
Die fraktionierte Aussalzung solcher Gemische werden wir 
hier nicht mehr verfolgen, dagegen interessieren uns die Kon- 
| zentrationen in den salzfreien, waBrigen Liésungen, und zwar 
- die gegenseitige Lislichkeitsbeeinflussung zweier Aminosiuren. 
| Bjerrum schreibt in seiner bereits zitierten, sehr bemerkens- 
| werten Arbeit (a. a. O. S. 170): ,,.Mischungen von Aminosiiuren 





| tration“ 2. Aufl. S. 59 u. 125. Die dort theoretisch ermittelten Beziehungen 
' scheinen sich nach experimentellen Befunden nicht selten zu komplizieren. 
7 Vielleicht kommen hier Molekiilarten in Betracht entsprechend den von 
_ Abderhalden und Sickel [Diese Zs. Bd. 135, S. 29 (1924)] beschrie- 
; benen Mischkrystallen aus 2 Molekiilen Aminosiiure und 1 Molekiil Salz- 
, fm ‘ture. Eine Frage, auf welche wir an anderer Stelle zuriickkommen 
1 q wollen, ist die, wie sich im Sinne der Bjerrumschen Auffassung der 

| Aminosiuren die Bezichung zwischen Léslichkeitsminimum und iso- 

q ee Punkt beschreiben liBt. Siehe hierzu auch Michaelis 
_ Monogr., 2. Aufl., S. 121. Ebenso sind die von Hedestrand [Zs. f 

| anorg. rte Ba. 124, S. 153 (1922)] an aliphatischen Aminosiuren nach- 
: | geWiesenen Minima der Viscositiit bei diesem Punkt zu erkliiren. Auf 
-e letztere Frage wird dieser Autor selbst noch niher eingehen. 
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sind in Wasser viel leichter léslich, als nach den Léslichkeite, 
der einzelnen Saéuren zu erwarten. Die Sauren krystallisiere, 
nicht nur schwieriger, sondern sind wirklich leichter léslich,, : 
Gelegentlich friiherer Versuche iiber fraktionierte Sorption yo, 
Aminosiuren war die Beobachtung gemacht worden, daB cinig: 
Paare von Aminosiuren entgegen der damaligen Erwartuy 
ihre Léslichkeit gegenseitig nicht erhéhen. Wir haben ny 
einen Fall einer erneuten Priifung unterzogen, und zwar mij 
folgendem Ergebnis, das wir zuniichst in Gramm/ Liter ap. 
fiihren: 
g Aminosiure / Liter 
d,l-Leuecin 10,11 — 

LTyrosin = — 0,446 

d,l-Leucin und |-Tyrosin 9,87 g Leucin + 0,338 g Tyrosin 

Wir sehen, daB eine gegenseitige Léslichkeitserhéhuny 
nicht eingetreten ist. 

Hierzu ist noch folgendes zu bemerken. ‘T'yrosin zeigi 
bekanntlich stirker saure Eigenschaften als Leucin, die Kon. 
stante A, wurde bisher zu 4-107~° angegeben, wihrend die. 
jenige des Leucins nach der alten Berechnungsweise 1,8 - 10-" 
betragt, also rund 20 mal kleiner ist. 

Wir fanden folgende elektrometrisch gemessene Aciditiiten 
der gesiittigten Lésungen: 


1-Tyrosin Pu = 4,3 
d,1-Leucin 5,038 
d,l-Leuecin + 1-Tyrosin 5,37. 


Im AnschluB an die geringe gegenseitige Léslichkeits- 
beeinilussung der zwei untersuchten Aminosiuren soll nur nocl 
an den Befund von Hedestrand erinnert werden, dab ,,dic 
Reibungswerte von Mischungen aus Glykokoll und Alanin das 
arithmetische Mittel aus den Reibungswerten der entsprechen- 
den einfachen Lésungen sind.“ Auch dieses Resultat gibt 
keinen Anhaltspunkt fiir eine gegenseitige Salzbildung zweie! 
Aminosiuren in Lésung. 

Die Verbindung Leucin-Tyrosin kann schwerer léslich seit, 
als jede der Komponenten, wodurch eine Léslichkeitsvermin 


derung verursacht wird. Die Verbindung miiBte dann a’ 
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Bodenkérper ausfallen, was bis jetzt nicht untersucht wurde. 
}s lige in diesem Fall eine Analogie vor zu den physiologisch 
jnteressanten Eiweibfaillungen durch Kiweib. 
 Natiirlich liegt es uns fern, auf Grund des noch kleinen 
Zahlenmaterials einen SchluB iiber die Konstitution der Amino- 
siuren machen zu wollen. Die Annahme, daB geliste ali- 
phatische Aminosauren (sehr tiberwiegend) zwei Ladungen tragen, 
entsprechend dem Schema *H,N-R-COO7~ bedarf ja auch im 
Sinne der neueren Vorstellungen iiber die Beziehung der Elek- 
“tronen zu den Atomen eines organischen Molekiils einer 
' spezielleren Ausarbeitung, bevor wir Vermutungen dariiber 
; iuBern kiénnen, wie eventuelle Zwitterionen *4A~ nach aufen 
| lin wirken und in welcher Hinsicht die Bahnen ihrer Elek- 
tronen besondere Kigenschaften dieser Molekiilarten bedingen. 
Is j _ Lést man zwei Aminosiiuren statt in reinem Wasser in 
Feiner verdiinnten Mineralsiiurelésung, etwa 0,01 n-Salzsiure, 
gt F so wird die starke Mineralsiure zum groBen Teil zur Neutrali- 
n- | sation der Aminosiiuren verbraucht, und zwar tritt ein hydro- 
G | lytisches heterogenes Gleichgewicht ein. Sofern sich keine 
| Storungen bzw. Nebenreaktionen bemerkbar machen, wird die 
| Lislichkeit der beiden Aminosiuren durch Bildung leichter lés- 
‘1 ® licher Salze steigen; dies ist im untersuchten Beispiel der Fall 
Nach Sittigung einer Salzsiiure von p,, = 1,74 mit den beiden. 
Aminosiuren betrug p,, = 2,93. Die Lésung enthielt dann 
12,544 g¢ d,l-Leucin und 0,782 g Tyrosin. 
: Zu diesem Versuch war ein anderes Tyrosinpripirat ver- 
* wendet worden, als zu den friheren, an dem die Drehung 
‘1 nicht untersucht worden war. 














Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. . 
3. Mitteilung. 


Derivate des d,l-Serin. Uber neuartige Anhydride 
des Glycylserin. 
Von 


Max Bergmann und Arthur Miekeley. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1924.) 


Die in der zweiten Abhandlung?) an den Benzoylderivaten 
der y-Amino-f-oxybuttersiure mitgeteilten Erfahrungen iiber 
neue Umlagerungs- und Isomerieméglichkeiten bei Acylderivaten 
von Oxy-aminosiuren werden im folgenden auf d,l-Serin an- 
gewandt und weiter entwickelt. 


N-Benzoylserin (If) liBt sich durch Diazomethan leicht in : 


den Methylester (II) verwandeln. Dieser spaltet unter dem 


Kinflu8 von Thionylchlorid 1 Mol. Wasser ab und gibt das 


salzsaure Salz einer Verbindung C,,H,,0,N, fiir welche man 


die Formeln III, VI und VII in Betracht ziehen kénnte. Wir 


geben der Oxazolin-ester-Formel III den Vorzug, weil die Ver- 
bindung beim Verseifen mit Alkali eine Siure C,,H,O,N gibt, 
die Salze mit Alkalien (Carboxyl) und starken Siuren (Oxa- 


zolinrest) bildet und mit Diazomethan leicht wieder in den § 


Methylester C,,H,,O,N zuriickverwandelt wird. 

Diese Siure C,,H,O,N, welche ein Molekiil Wasser weniger 
als Benzoylserin enthalt, nimmt nun weiter in saurer Liésung 
leicht wieder Wasser auf, liefert dabei aber ein Benzoylseria, 
das von dem N-Benzoylserin der Formel I in seinem chemischen 
Verhalten ganz verschieden ist. Es bildet nimlich wasser- 





1) M. Bergmann, E. Brand u. F. Weinmann, Diese Zs. Bd. 13], 
S. 1 (1928). 
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|. CH,OH-CH-COOH IL CH,OH-CH-COOCH, 


mit 
XH. i - NH.CoC H, 
5 6 
N-Benzoylserin 


a | 














Ill. CH,+-CH-COOCH, IV. CH,-CH-COOH 
| | mit | 
a z Alkali b a 
CH) CCH) 
rc Re agit = cons 
¥ 
Vv. CH,— CH——COOH 





| 
O-Benzoylserin 





0 
VI. CH,(OH)-C ‘C(OCH,) VI. CH,-C——C(OCH,) , 
| | 
, N O : NH(COC,H,) 


2. Ny 
: C(C,Hs) 


bestiindige Salze mit Saiuren, auch mit Pikrinsiure, enthilt 
also eine basische Gruppe und muB das Benzoyl am alko- 
holischen Sauerstoff tragen (Formel V). Dieser Umlagerung 
des Benzoyls vom Stickstoff (I und IL) zum Sauerstoff (V) ver- 
mag nur die Formulierung IV fiir das wasserirmere Zwischen- 
produkt Rechnung zu tragen, sie wiirde aber bei Annahme 
der Formeln VI und VII ganz unverstiindlich bleiben. Wir 
_ nennen das Zwischenprodukt darum 2-Phenyl-oxazolin-4-carbon- 
siure. Ihre Umwandlung in O-Benzoylserin entspricht ganz 
der Siureempfindlichkeit der anderen in unserem Laboratorium 
, | uwntersuchten Oxazoline, die ebenfalls unter Wasseraufnahme 
_ in O-Acylate aufgespalten werden: 


—CH—CH— —CH—-_CH— 
| | | | 
| O N ao O-COR NH,,HCl . 
: ag 
CR 


| Beachtenswert ist bei unserem neuen Beispiel nur, daB 
— schon die Aciditit des eigenen Carboxyls der Saure geniigt, 
um in wiBriger Lésung Umwandlung der Oxazolinsiure IV 
in die O-Form V zu bewirken. 

, Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXL. 4 
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Will man die Benzoylserine als einfache Modelle yo, : 


Peptiden betrachten, an deren Aufbau Oxyaminosiuren |p. — 
teiligt sind, so kann man das zuletzt besprochene O-Benzoy. 
serin V als Modell eines O-Dipeptides oder Ester-Dipeptida & 
gegeniiberstellen den gewdéhnlichen, lange bekannten N- ode fF 


Amidpeptiden, bei welchen wie im N-Benzoylserin (I, s. 0.) da 
Carboxyl der einen Aminosiure amidartig mit der Amino. 
gruppe des zweiten verbunden ist. Mitten zwischen beide 


steht das Oxazolinpeptid IV, das vom O- und N-Peptid aud 


durch seinen geringeren Wassergehalt prinzipiell unterschieda 


ist. Die charakteristischen Strukturelemente dieser drei Type f- 


lassen sich folgendermaBen wiedergeben 


Be ll | | 
RCO-NH-C-COOH CH - ©: COOH 
N- oder Amidpeptid | | 

= a "3 
RCO-0-CH-C(NH,)COOH CR 

O- oder Esterpeptid Oxazolin-peptid 


Das O-Benzoylserin V ist wegen seiner verhiiltnismisi:— 
groBen Bestiindigkeit bemerkenswert. Aus friiheren Unter 
suchungen wissen wir, daB Monacylverbindungen von Amino § 
alkoholen, deren Hydroxyl- und Aminogruppe benachbart sini. [E 


ihr Acyl, sofern es esterartig gebunden ist, mit groBer Leichtig. 


keit nach dem Stickstoff hin verschieben, wenn die Amino- ' 
gruppe nicht durch Verbindung mit Sauren ihrer basische 


Natur entkleidet ist. 
—CH(O-COC,H,)*CH(NH,)— -——» —CH(OH)-CH(NH-COC,H,)—. 


An unserem O-Benzoylserin bleibt diese Umlagerung 21: : | 


nachst aus. Offenbar wird die Aminogruppe durch Wechs¢!& 


wirkung mit dem benachbarten Carboxyl in ihrer basische 
Natur und darum in ihrer Anziehung auf das Benzoyl bee — 
trichtigt. Sobald man aber das Carboxyl durch Zusatz ewe 


anderen Base absattigt, zB. durch Zufiigen der theoretische! 


Menge Alkali, dann wird die Basizitit der Aminogruppe wied— 


entfesselt und das Benzoyl wird aus der Ester- in Amidbinduy! 
iibergefiihrt: Es entsteht das altbekannte N-Benzoylserin (!: 
Wir haben also fiir Benzoylserin den Cyclus N-Benzoat ” 
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- Oxazolin —»> O-Benzoat ——> N-Benzoat ohne allzugroBe 


‘ * Schwierigkeiten realisieren phate 


Wie wir schon in friiheren Abhandlungen wiederholt aus- 
sprachen, gibt die Kmpfindlichkeit unserer verschiedenen Peptid- 


' modelle gegen Alkalien und gegen Siiuren ein Bild von dem 
" Wesen der Umwandlungen, welche einzelne Gruppen des Ei- 
| weiBmolekiils durch jene Chemikalien erleiden; denn wir ver- 
' muten, daB die O-Peptid- und die Oxazolin-peptid-Bindung 
g auch bei den eigentlichen Proteinen auftreten. Es ist nun 
@ gunichst auch festzustellen, inwieweit die verschiedenen Formen 
: der Peptidbindungen fiir die Wirkung der proteolytischen 
| Fermente bestimmend sind. Dies wollen wir priifen, sobald 


die verschiedenen Strukturformen von echten Peptiden zur 


- Verfiigung stehen. 


Um die verschiedenen isomeren Formen echter Peptide 


‘ kennen zu lernen, haben wir begonnen, die Umlagerungen des 
} Glycyl-d,l-serin (VIII) zu studieren. Wenn man es — wieder 
= in Form seines Methylesters (IX) — mit Thicnylchlorid be- 
handelt, erhiilt man einen chlorreichen Kérper, der bei der 
: Kinwirkung von Ammoniak in ein Anhydrid des Glycylserins 


Vill. HO-CH,-Cli- COOH IX. HO-CH,-CH-CO-OCH, 
ra A 
NH | NH 
* \ 

GO-CH,-NH, CO-CH,-NH, 


_ yon der Formel C,H,N,O, iibergeht. Letzteres unterscheidet 
sich von dem stare teal Glycylserin-anhydrid (2,5-Dioxo- 


| 3-methylol-piperazin) X durch den Mindergehalt von einem 


X. HO-CH,-CH-CO XI. HO-CH,-CH-CO 
ae.” a.” 
NH NH, N NH. 
The yh \ PA 
CO-GH, HO-C - GH, 


| E Molekit Wasser. Wir nennen es darum vorerst Anhydro- 

: i glycyl- d,l-serinanhydrid und fiigen die Ziffer I hinzu, um es 

‘ 5von dem weiter unten beschriebenen gleichzusammengesetzten 
p Auhy dro-glycylserinanhydrid II zu unterscheiden. 


a 
a 


Das chlorhaltige Zwischenprodukt haben wir mit Methyl- 


Be lkohol in Krystalle von der Formel C,H,,0,N,Cl, itberfiihren 
4 9* 
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kénnen, die ebenfalls mit Ammoniak rasch das Anhydro-glycyl. 
serinanhydrid [ geben. Fiir die chlorhaltigen Krystalle komme, 
die beiden Formeln 3 


XII. CH,-CH.COOCH, XIII, CICH,-CH-COOCH, 
= | 
OH N und NH 
| | 
Cl-C-CH,-NH,, HCl O-C-CH,+NH,, HC 


in Betracht, die beide durch Abspaltung von 2HCl und 1CH,01— 
den Anhydrokérper C,H,N,O, liefern kénnten. Dem Anhydi. & 





elycylserinanhydrid I geben wir mit allem Vorbehalt daruy FF 


die Struktur XIV 
XIV.  CH,-CH-CO 


Es wiirde sich demnach um ein kondensiertes Ringsystem au | 
einem Oxazolinring und einem Dioxopiperazinring handel, 
wobei in letzterem die eine Siureamidbindung in der Imil-& 
form vorliegt. Wir hiitten es also mit dem Anhydrid dof 


Diketopiperazins X bzw. seiner isomeren Form XI 2-Ox0. 5 


3-methylol-5 oxy-pyrazin-tetrahydrid-(1,2,3,6) zu tun. 


Das Anhydro-glycylserinanhydrid repriasentiert einen neue B 
T'ypus von Dipeptidanhydriden. Es ist, wie die natiirliche: a 
Proteine, leicht veriinderlich. Schon ziemlich verdiinnte Alkalia fF 
verwandeln z. B. in eine andere Anhydroverbindung von de: _ 
selben Zusammensetzung C,H,N,O,, das schon oben erwihuie q 


Anhydro-glycyl-d,l-serinanhydrid II. Dies ist zum Unterschiei 


vom Anhydrokérper I in Wasser und organischen Mitteli 4 
schwer léslich. Das genauere Studium der beiden Anhydn 


kérper wird uns noch weiterhin beschiftigen. 


In der friiheren, schon eingangs erwihnten Mitteilung ite 4 


Benzoylderivate der Amino-oxybuttersiiure') war mitgeteil R- 
worden, daB der einfache Umlagerungscyclus: N-Benzoat —> 
Oxazolin —-> O-Benzoat —» N-Benzoat nur bei der freia 
Benzoylamino-oxybuttersiure selber verwirklicht ist. Wir be 
tonten aber schon damals, daB das einfache Schema abgeiinder 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 1 (1928). 
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wird, sobald man von der freien Siure zu ihrem Ester oder 
' Amid itbergeht. In beiden Fallen entstehen zwar mit Thionyl- 
 chlorid unter Wasserabspaltung Stoffe, die wir in jener Mit- 


teilung zunichst als Oxazoline interpretiert haben. Aber die 


_ weitere Umwandlung folgt nicht ganz dem iiblichen Schema der 
E Oxazolinspaltung. Da uns aber gerade solche Komplikationen fiir 
_ die Chemie der Proteine von gré8tem Interesse schienen, weil hier 
 |somerieméglichkeiten vorlagen, die fiir eine Beteiligung der Ester- 
und Amidgruppe sprachen, haben wir die weitere Untersuchung 
' der Erscheinung in mehrfacher Hinsicht in Angriff genommen. 


Uber die fortgesetzte Untersuchung der Benzoyl-amino- 


| oxybuttersiure wird der eine von uns demniichst gemeinsam 


mit Herrn Dr. F. Weinmann berichten. 
Die dort auftretenden Verwicklungen lieBen uns daran 


' denken, daB unter dem EinfluB des Siurechlorids auch die 
E alkoholische Hydroxylgruppe der Oxyaminosiuren mit dem 
. substituierten Carboxyl in Reaktion treten kénnte. Wir haben 
 darum das Verhalten einfacherer Oxysiiurederivate gegen Thio- 
: nylchlorid gepriift und berichten hier iiber einige Versuche 
' mit den Estern und Amiden der Milchsiure und Mandelsiure, die 
' gemeinsam mit Fraulein Charlotte Witte ausgefiihrt wurden. 


Wie wir feststellten, wird Mandelsiureamid bei der Be- 


- handlung mit Thionylchlorid im Hydroxyl chloriert zum Phenyl- 
_ chloracetamid.’) Ahnlich erhielten Findley und Turner?) aus 
: - Mandelsiiureiithylester mit Thionylchlorid den Ester der Pheny]- 
chloressigsiure. Ebenso tritt auch manchmal bei der Kinwirkung 
von Phosphorchloriden oder Thionylchlorid auf N-acylierte 
| 1,2-Oxyamine an Stelle der Oxazolinbildung nur Chlorierung des 
| 4 alkoholischen Hydroxyls ein.*) Dagegen entsteht aus Milchsiure- 
| ithylester das Esterchlorid der schwefligen Siure: 


) H. A. Michaél u. John Jeanprétre, Chem. Ber. Bd. 25, 


8. 1680 (1892). 


*\ Jl. Chem. Soc. London Bd. 87, S. 747 (1905). 
*) Vgl. z. B. F. Wolfheim, Chem. Ber. Bd. 47, 8S. 1440 (1914). 


; Nach Beobachtungen, die bei anderer Gelegenheit einen wurden, ist 
'°8 nicht ausgeschlossen, daB in solchen Fiillen die Chlorierung manch- 
> nal auf dem Umwege tiber das Oxazolin stattfindet. 
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CH,-CH-COOC,H, 


| 
O 


40-C1 

Kin lange bekannter Vertreter dieser Korperklasse ist da; 
Chlorid der ithylschwefligen Siure C,H,O-SO-Cl, das Michaelis 
und Wagner?) schon 1874 aus Schwefligsiure-Diithylesty 
und Phosphorpentachlorid ‘erhalten haben. Wahrscheinlic) 
entstehen solche Esterchloride hiufig als Zwischenprodukte 
der Einwirkung von Thionylchlorid auf hydroxylhaltige Stoffe 
um aber meist sofort weiter veriindert zu werden, entwede 
durch mehr Thionylchlorid unter Chlorierung des urspriing. 
lichen Hydroxyls oder durch mehr Alkohol unter Bildung de 
Schweiligsiure-Dialkylesters, der seinerseits wieder durch Siiure- 
chlorid unter Chlorierung gespalten und entschwefelt werde, 
kann. Ein Beispiel fiir letzteren Vorgang kénnen wir in de 
Einwirkung von Thionylchlorid auf den Methylester des N-Chlor- 
acetylserin anfiihren. Ks reagiert zuniichst im Hydroxyl mit dem 
Siurechlorid und das primire Produkt, das wir nicht isoliert haben, 
gibt dann gleich mit noch einem Molekiil Chloracetyl-serin den 
Dialkyl-schwefligsiureester C,H,O,NC1-O-SO-O-C,H,O,NC, 
der besonders wegen seines asymmetrischen Baues von Interess 
ist. Bei langerem Stehen mit Thionylchlorid verliert er wieder 
seine schweflige Siiure und nimmt dafiir noch zwei Atom 
Chlor auf. Wir haben aber den entstandenen Stoff noch 
nicht genauer untersucht und verzichten darum auf seine be- 
schreibung. 

Auch Milchsiureamid nimmt bei der Behandlung mi 
Thionylchlorid leicht Schwefel auf. Wir erhielten bei de: 
Destillation unter 1 mm eine Verbindung ©,H,O,SN, die mai 
sich auf folgende Weise entstanden denken kann. 

CH,-CH-CONH, »  CH,-CH-CONH, 





+ SOC}, | 
OH QO-SOCI 
__» H,-CH - CO 


| ae 
0-SO-NH 


') Chem. Ber. Bd. 7, S$. 1074 (1874). 








«€ 
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Be Wir haben also bisher bei @-Oxyséurederivaten kein An- 
' veichen dafir festgestellt, daB ihre Ester und Amide unter 
- dem wasserentzichenden Kinflu8 von Thionylchlorid bestandige 
 schwefelfreie, cyclische Verbindungen bilden kénnen. Die 
S@ Versuche sollen gelegentlich auch noch auf f#-Oxysiurederivate 
7 ausgedehnt werden. 
a Ehe wir noch die weiterhin beabsichtigte Untersuchung 
- der Acylverbindungen méglichst einfacher, also hydroxylfreier 
| Aminosiiureester und Aminoséureamide in ihrem Verhalten 
| gegen Siurechloride aufnehmen konnten, haben wir von einer 
| Untersuchung des Herrn P. Karrer iiber denselben Gegen- 
* & stand Kenntnis erhalten durch einen Vortrag, den er am 
a 26, Mai dieses Jahres auf der Tagung siidwestdeutscher Che- 
. miker in Wiirzburg hielt.') Wir behalten uns aber vor, auf 
unsere beabsichtigten Versuche weiterhin noch zuriickzukommen. 


I | N-Benzoyl-d,l-serin-methylester (II). 


Das verwendete Benzoylserin war nach 8. P. L. Soerensen 
und A.C. Andersen?) aus d,l-Serin durch Benzoylieren in 
, E ausgesprochen alkalischer Lisung erhalten. 

Fiir die Uberfiihrung in den Methylester wurden 2,5 ¢ 
' der benzoylierten Aminosiure in méglichst fein gepulvertem 
- Zustand mit einem geringen UberschuB an iitherischer Diazo- 
_ methanlésung iibergossen. Unter lebhafter Stickstoffentwick- 
.& lung erfolgte bald Lésung und beim Verjagen des Athers 
_ hinterblieb der Ester als kaum gefarbte sirupése Masse, die 
_wir bisher nicht krystallisiert erhalten haben, die aber ohne 
_ Weiteres fiir die folgenden Versuche brauchbar war. 
all 4 Fiir die Analyse haben wir eine Probe unter 1 mm aus 
' einem Bad von 210° destilliert. Dabei trat aber schon teil- 
| weise Zersetzung ein. 


: ') Herr Karrer war spiiterhin auch so liebenswiirdig, uns den 
E theoretischen Teil seiner soeben erschienenen Mitteilung in der Helvetica 
7 chimica acta vor dem Erscheinen zur Kenntnis zu bringen. Vel. 
4 P. Karrer u. ©. Grinacher, Helv. chim. acta Bd. 7, S. 763 (1924). 

q *) Diese Zs. Bd. 56, S. 297 (1908). 
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6,906 mg Substanz') gaben 0,410 com N (24°, 748 mm, ithe 
50 °/,iger KOH). 
C,,H,,0,N (223,11) Ber. N 628°,  Gef. N 6,58 °/,. 


2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiuremethylester (III), 


Salzsaures Salz: 2g N-Benzoyl-serin wurden mit Jj. 
azomethan in den Methylester verwandelt und dieser mit 6 ccy 
reinem Thionylchlorid iibergossen. Unter Selbsterwarmung, 
die durch gute Kihlung méglichst verhindert wurde, ging de 
Sirup alsbald in Lésung. Nachdem die kaum gefirbte Fliissig. 
keit noch eine Stunde unter Abschlu8 von Feuchtigkeit be 
Zimmertemperatur aufbewahrt war, wurde in 150 ccm wasser. 
freiem Ather eingegossen. Dabei fiel das salzsaure Salz de: 
Oxazolins als Ol aus, das beim Abkiihlen und Reiben mit 
dem Glasstab bald véllig erstarrte. Nach dem Absaugen 
wurde mit Ather gewaschen, in wenig trocknem Chloroform 
gelést und durch Zugabe von reinem Ather wieder abgeschieden, 
Ausbeute 2 g, also sehr befriedigend. 

Zur Analyse wurde nochmals aus Chloroform-Ather un: 
krystallisiert und bei 56° und 0,5 mm auf konstantes Gewicht 
gebracht. 


0,1231 g Substanz gaben 0,2448 g CO, und 0,0558 g H,O. 


6,750 mg = » 0,358 cem N (20°, 752 mm, iiber 50 °/, iger 
Kalilauge). 

0,1751 g Substanz verbrauchten nach Volhard 7,25 cem n/1\: 
AgNO,. 


C,,H,,0,N, HCl (241,57) 
Ber. C 54,64°/, H 5,01", N 5,80°/, Cl 14,63 "/, 
Gef. 54,24 5,07 5,98 14,68 


Das Salz schmilzt bei raschem Erhitzen scharf zwischen 113, 


und 114°. Es lést sich, wie andere Oxazolinsalze, leicht 1 
Chloroform, viel schwerer in Essigither und so gut wie ga § 
nicht in Ather und Petrolither. Beim Erwiirmen mit Wasser § 
geht die Verbindung nur langsam in Lésung. : 

Freier Oxazolinester: Er entsteht, wenn man da 
salzsaure Salz mit wiBrigem Natriumacetat behandelt. 1,5 





1) Diese und alle folgenden Mikrostickstoffbestimmungen sind uac 
Pregl] ausgefihrt. 
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: Oxazolinsalz wurden mit 5 ccm Wasser und 2,3 g krystalli- 
 siertem essigsaurem Natrium in Lésung gebracht, wobei gleich- 
 zeitig das freie Oxazolin abgeschieden wurde. Es wurde mit 


Ather aufgenommen, getrocknet und durch Destillation unter 
0.4mm bei einer Badtemperatur von 150° und 130—132° Innen- 


a temperatur als farbloser Sirup erhalten. Ausbeute gegen 0,9 g. 


0,1396 g Substanz gaben 0,3280 g CO, und 0,0669 g H,0. 


0,1570 g “s »  9ecm N (20°, 750 mm, iiber 33 °/, iger 
Kalilauge). 
C,,H,,0,N (205,1) Ber. C 64,397, H 5,41°,  N 6,83%, 
Gef. 64,08 5,36 6,49 


ngs = 1,5504 und 1,5505 
Uber das Verhalten des Oxazolinesters gegen Siuren 
hoffen wir bald noch mehr berichten zu kénnen, denn es 
scheint uns z. B. noch einer besonderen Untersuchung wert, ob 


; fir das oben beschriebene Chlorhydrat nicht statt der Oxa- 
' zolinformel die isomere Formel 


Cl. CH,-CH-COOCH, 
| 
NH 


| 
CO- C,H, 
in Frage kommt. Bei dem leichten Ubergang solcher halogen- 


_haltiger Siureamide in Oxazoline sind beide nicht immer ganz 


leicht zu unterscheiden. Dagegen ist die Struktur des freien 


_ Oxazolins nicht zweifelhaft. 


2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiure (IV). 


Wir gingen zuniichst vom eben beschriebenen Oxazolin- 
ester aus und benutzten zur Verseifung der Estergruppe warme 


| Natronlauge in wiBrig-alkoholischer Liésung. Noch bequemer 
' ist es, statt des freien Oxazolinesters die zuvor ausfthrlich 
_ besprochene Chlorwasserstoffverbindung anzuwenden, fiir welche 
' nachstehende Vorschrift gilt: 


2 g Oxazolin-estersalz wurden mit der Mischung von 


| licom 2 n-Natronlauge und 8 ccm Alkohol 2 Stunden auf 
50° erwirmt. Die klare Lisung wurde nun mit soviel 2 n-Salz- 
a sdure versetzt, wie zur genauen Neutralisation der iiber- 
_ schiissigen Natronlauge und der Freimachung des entstandenen 
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Carboxyls nach der Theorie erforderlich waren (10,86 cen 
2n-HCl). Hierbei fiel das Oxazolin als farblose, krystallinisch, 


Masse aus. Wir schiittelten sofort mit Essigither aus, trock. i" 


neten kurz mit Natriumsulfat, verdampften zur Trockne, zoger 
wieder mit Kssigither aus, verdampften das Filtrat auf seh; 
kleines Volumen, aber nur so weit, daB in der Hitze noch alle 
gelést war, und brachten durch Abkiihlung in Kiltemischung 
zur Krystallisation. 


Nach nochmaliger Krystallisation aus Essigester schmol 


die Oxazolinsiure bei 159—160°, nachdem schon bei 155° Ey. i 


weichung eingetreten war. Die Siiure ist in heiBem Wasse 


ziemlich schwer Jléslich. lJLeicht in starken Mineralsiuren, & 


Ausbeute gegen 0,95 g. Sie ist um so gréBer, je rascher mar 
arbeitet; denn ein Teil der Oxazolinséure verwandelt sich 
meist schon im AnschluB an die Fallung mit Salzsiure bei de 
Darstellung in das weiter unten beschriebene O-Benzoyl-serin 


und kann durch seine geringe Léslichkeit in Essigither vo g 


der Oxazolinsiure abgetrennt werden. 


Zur Analyse war die Oxazolinsiiure bei 56° und 0,5 mm 
iiber P,O, getrocknet. 


0,1137 g Substanz gaben 0,2618 g CO, und 0,0497 g¢ H,0. 


5,652 mg, » 0,365 cem N (19°, 752 mm, iiber 50°, iger & 


Kalilauge). 


C,9H,O,N (191,08) Ber. C 62,80°/, H 4,75°/, N 7,33') 


Gef. 62,80 4,89 7,33 


In der Oxazolinsiure ist das Carboxyl frei, weil de 


schwach basische Oxazolingruppe nicht zur Salzbildung mi ! 


schwachen Sauren neigt. Darum kann man es mit Diaz- 
methan leicht verestern. In atherischer Liésung findet z. B. be 
Zimmertemperatur sofort energische Stickstoffentwicklung stat 
und wenn sie beendet ist, liefert die filtrierte Atherlésung bei 
Kindampfen den Ester als kaum gefarbten Sirup, der nacl 
dem Destillieren unter 0,3 mm bei 129—130° Innentemperatu 
(Bad 150—160°) ng°> = 1,5504 zeigte. Wir hatten oben fit 


den mit Thionylchlorid aus N-Benzoylserinester erhaltenen x®- ; 
zolinester nj°’® = 1,5504 angegeben. Da auch die nachfolgent? & 








1m 


ger 
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“Analyse iibereinstimmt, ist an der IJdentitiét beider Ester kein 
 Zweitel. Ausbeute sehr gut. 

: 7,140 mg Substanz gaben 0,440 com N (24°, 756 mm, tiber 50°/,- 
4 viger KOH). . 


Ber. N 6,83°/, Gef. N 6,90, 
Yur Sicherheit haben wir aber den Ester durch Alkali- 


BE verseifung auch noch in die Oxazolinsiure zuriickverwandelt. 
| Wir haben dabei, ihnlich wie schon oben fir die Chlorwasser- 
' stoftverbindung beschrieben, neben der Oxazolinsiure vom 
" Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 159—160° wieder eine ge- 
| wise Menge O-Benzoylserin vom Schmelzp. 149—150° erhalten. 


O-Benzoylserin (V). 


Fir seine Gewinnung geht man zweckmiafig von der eben 


| beschriebenen 2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiure aus. Man 
 braucht sie nicht erst zu isolieren, sondern verwendet direkt 
‘die Lésung, welche bei der alkalischen Verseifung ihres Methyl- 
esters resultiert. 


Dementsprechend haben wir 2,6 ¢ salzsauren 2-Phenyl- 


oxazolin-4-carbonsiure-methylester mit 15 ccm 2 n-Natronlauge 
und 10cem Alkohol 2 Stunden auf 50° erwarmt. Alsdann 
wurden unter Kiihlung 19,24 ccm n-Salzséure zugefiigt. Wir 
| haben also hier in verdiinnterer Lésung gearbeitet, als bei der 
§ kurz vorher gegebenen, im iibrigen ahnlichen Vorschrift. Darum 
,[E blieb die gebildete Oxazolincarbonsiure zunichst in Lésung 
und wurde beim Aufbewahren derselben unter Ringéffnung in 
den Q-Benzoylester des Serins umgewandelt, der sich dann 
_iiber Nacht in hiibschen Niidelchen abschied. Durch Kinengen 
_ der Mutterlauge lieB sich noch eine weitere Menge gewinnen. 
Nach der Krystallisation der Gesamtmenge aus Wasser betrug 
die Ausbeute noch 2 g. 


Kir die Analyse wurde bei 56° und 0,5 mm iiber Phosphor- 


| pentoxyd getrocknet, 


0,1207 g Substanz gaben 0,2540 g CO, und 0,0571 g H,0. 


g 0,1642 ¢ . » 9,60 cem N (20°, 746mm, iiber 33°/, iger 
| Kalilauge), 
C,,H,,0,N (209,01) Ber. © 57,41,  H 5,319, N 6,709, 


ef, 57,39 5,29 6,59 





i 
i 
} 
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Wegen seines theoretischen Interesses erwihnen wir noc} 
kurz einen Versuch, die reine 2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiiu, — 
in waBriger Lésung aber ohne Zusatz einer anderen, stiirkere, F 


Saiure in das O-Benzoylserin aufzuspalten. Wir haben dafi,— 


die Oxazolinsiure in der 50 fachen Wassermenge 1 bis 2 Tag 


bei 36° aufbewahrt und nach dem Einengen mit nahezu quay. ; 


titativer Ausbeute das O-Benzoat erhalten. Aus Wasser ky. 
stallisiert schmolz es bei 149—150° und ebenso das Gemisc} q j 
mit dem zuvor beschriebenen Priiparat. Wir haben noch nick; | 
versucht, ob die Bildung der O-Form schon nach kiirzere 
Zeit, als eben angegeben, praktisch beendet ist. | 

6,121 mg Substanz gaben 0,370 cem N (24°, 748 mm, iiber 50°. : 
iger KOH). 

Ber. N 6,69 °/, Gef. N 6,719/, 

Das O-Benzoylserin bildet zentimeterlange zentrische Na: 
deln. Es braunt sich beim ziemlich raschen Erhitzen in 
Capillarrohr von 148° an und zersetzt sich bei 149—150° villi 
Es list sich nicht merklich in Ather, Petrolither und Essig. 
ather, dagegen als Aminosiiure ziemlich leicht in warmen 
Wasser und warmem Alkohol. Es reagiert nicht mit Diazo- 
methan, wenn es fein gepulvert mehrere Stunden mit desser 
atherischer Lésung in Berihrung bleibt. 

Das salzsaure O-Benzoyl-serin erhielten wir, als wi 
0,5 g O-Benzoyl-serin in wenigen Kubikzentimeter warmer 51: 


Salzséure auflésten und dann kihlten. Das Salz bildet flach F 


mikroskopische, schief abgeschnittene Prismen, die meist 21 — 
Zwillingen verwachsen sind und bei 185—186° (unkorr.) unter § 
Aufschéumen und Dunkelfirbung schmelzen. Leicht  léslicl 
in kaltem Wasser. 


0,1284 g¢ lufttr. Substanz verbrauchten nach Volhard_ 5,22 cet 
n/10-AgNQ,. 
C,oH,;,0,N, HCl (245,75) Ber. Cl 14,44°/, Gef. Cl 14,42°/, 

Fiir die Gewinnung des Pikrates haben wir das frei 
O-Benzoyl-serin mit Pikrinséiure in wiBrig-methylalkoholische! 
Lésung zusammengebracht und dabei unmittelbar schén chrom: 
gelbe, lanzettformige Nadeln vom Schmelzp. 168—169° {ur 
korr.) erhalten. Aus Wasser hiibsche Prismen. 








oF 
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0,1794 g Substanz (bei 56° und 1 mm iiber P,O, getrocknet) gaben 


50,2883 g CO, und 0,0543 g H,0. 


4,687 mg Substanz gaben 0,530 ecm N (21°, 752 mm, iiber 50°/,- 


el] 1 Siger KOH). 
OH OuN, (438,14) Ber. C 43,82°/, H 3,22°/, N 12,79°/, 


Gef. 43,83 3,39 12,72 


Rickverwandlung von O-Benzoyl-serin in N-Ben- 


Is : _zoyl-serin: Die Umwandlung vollzieht sich schon bei gewéhn- 
 licher Temperatur, wenn man die entgegenstehende Wirkung 
tf des Carboxyls durch Salzbildung mit einer geeigneten Base auf- 
F? gehoben hat, wie folgender Versuch zeigt: 


0,45 g O-Benzoyl-serin wurden mit 2,15 ccm n-Natronlauge 
(1 Mol) bei Zimmertemperatur versetzt und die sofort ein- 


' tretende Loésung 12 Stunden sich selbst iiberlassen. Dann 
wurden 2,15 com n-Salzsiiure zugefiigt, die Flissigkeit aus 
/ einem Bad von 30° unter 9 mm zur ‘rockne verdampft, der 
 Riickstand mit warmem absolutem Alkohol ausgelaugt, die 
: alkoholische Lésung wieder unter geringem Druck verdampft 
' und der Riickstand aus Alkohol unter Zusatz von Petrolither 


unkrystallisiert. Ausbeute 0,33 g, die nach nochmaliger Kry- 


stallisation bei 167—168° (unkorr.) schmolzen. Ebenso schmolz 


ein Gemisch mit dem N-Benzoyl-serin yon Soerensen und 
Andersen. 


Ber. N 6,70°/, Gef. N 6,70°/, 


| Neue Anhydride des Glycyl-d,l-serin: Anydro-glycyl- 


dl-serinanhydrid I und Anhydro-glycyl-d,l-serin- 
anhydrid II. 
4g Glycylserin-methylester, der nach der Vorschrift von 
Emil Fischer und Hans Roesner?) hergestellt war, wurden 
mit 15 cem reinem Thionylchlorid iibergossen, wobei wir durch 


| gelinde Kihlung die Reaktion maBigten. Nach 2 stiindigem 
_ Schiitteln war alles klar gelést. Nach weiteren 10 Stunden 
| haben wir den Hauptteil der Reaktionsprodukte durch Ather 
' als farblose amorphe Masse gefallt. Sie lift sich durch Ab- 
 saugen und rasches Waschen mit wasserfreiem Ather und Ent- 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 875, S. 199 (1910). 
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fernen der Atherreste im Exsiccator einigermaBen trocken »:. 
winnen, zerflieBt aber an der Luft so rasch, daB groBe Vo.R 


luste dabei kaum zu vermeiden sind. 


Aus dem Rohprodukt haben wir ein krystallisiertes Chlo;.— 
hydrat C,H,,0,N,Cl, HCl gewonnen, als wir es in nicht zuyid 


trocknem Methylalkohol aufnahmen und unter Abkiiblen langsay 


Ather zusetzten. Sechsseitige Tafeln, manchmal undeutlic E 


3,6 g vom Zersetzungsp. 160—161° aus 4 ¢ Glycylserineste s 


Das Salz lést sich sehr schwer in allen gebriuchlichen org;. 
nischen Lisungsmitteln mit Ausnahme von Alkohol und Methyl. 
alkohol. Ferner sehr leicht in Wasser. 

7,179 mg Substanz gaben 8,206 mg CO, und 3,706 mg H,0O. 


6,086 mg ss, ; 0,670cem N (23°, 752 mm, 50"/in fe 


Kalilauge). 
0.1511 g Substanz gaben 0,1812 g Ag(Cl. 
C,H,,0,N.Cl, (231,03) 
Ber. C 31,17%, H 5,24°/, N 12,13°%/, Cl 30,70°, 
Gef. 31,14 5,77 12,32 29,66 


Die besonders im Halogenwert unscharfen Zahlen lasse — 
dennoch iiber die Zusammensetzung des Stoffes keinen Zweite, F 


Fiir uns war besonders die Umwandlung des Salzes mit wil. 


rigem Ammoniak von Interesse. 2 g wurden mit 15 ccm 25'.— 


igem wiBrigem Ammoniak iibergossen. Anfangs entstand em — 


klare Lésung, die aber schon nach viertelstiindigem Stehen ba 
Zimmertemperatur kleine, farblose, bliittrige Krystalle abz- § 


scheiden begannen. Nach 2 Stunden wurde alles unter gf 


ringem Druck bei niedriger Temperatur verdampft und de 


Riickstand mehrmals aus wenig Wasser krystallisiert. Nac! 


dreimaliger Krystallisation betrug die Ausbeute noch 0,5:— 


entsprechend 50°/, der Theorie. 


Zur Analyse diente die bei 56° und 2 mm iiber Phosphor. | 


pentoxyd getrocknete Substanz. 
0,1350 g Substanz gaben 0,2353 g CO, und 0,0578 g H,0. 


4,071 mg - » 0,816 eem N (22°, 750 mm, iiber 50°/, iget 


Kalilauge). 


4,533 mg Substanz gaben 0,905 cem N (22°, 752 mm, iiber 50°), ige & 


Kalilauge). 
C,;H,N.O, (126,06) Ber. C 47,60°/, HH 7,79°%,  N 22,22°/, 
Gef. 47,54 7,79 22,44, 22,40 








gel 


gel 
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Wir nennen das neue Anhydrid nach seiner Zusammen- 


‘ “setzung vorerst Anhydro-glycyl-d,l-serinanhydrid I. Das Anhydro- 
 glycyl-d,l-serinanhydrid [ firbt sich, im Capillarrohr erhitzt, 
yon 280° an dunkel und ist gegen 320° véllig schwarz, ohne 
 geschmolzen zu sein. Es lést sich schwer in Alkohol, leichter 
jn heiBem Wasser, aber so gut wie gar nicht in Essigiither und 
| Chloroform. 


Bei der Spaltung des Anhydrokorpers I, mit dessen aus- 


; fihrlicher Untersuchung wir noch beschiftigt sind, erhielten 
: wir vorerst viel Salmiak, den wir in Form einer Doppelbindung 
| mit einem Serinderivat (wahrscheinlich Anhydrid) isolierten. 


Bei der Behandlung des Anhydro-glycylserin-anhydrid I 


' mit Alkali erfolgt eine interessante Umlagerung; denn es ent- 
' steht ein zweiter Anhydrokérper von ganz derselben Zusammen- 
‘setzung, der sich aber von dem ersten durch seine geringe 
| Lislichkeit unterscheidet: 


0,2 g Anhydrokérper I wurden, in 2,5 ccm n-Natronlauge 


 gelist, 1 Stunde bei 18° aufbewahrt. Als dann mit der gleichen 
Menge n-Salzsiture versetzt wurde, fiel sofort das Anhydro- 
| glycylserinanhydrid II in farblosen, feinen miskroskopischen 
_ Nidelchen aus, Sie wurden auf dem Saugfilter griindlich mit 
_kaltem Wasser gewaschen und nach dem Trocknen unter 
03mm bei 56° iber Phosphorpentoxyd analysiert. 


0,1047 g Substanz gaben 0,1822 g CO, und 0,0479 g H,0. 


: 4,596 mg + » 0,905 cem N (22°, 752 mm, iiber 50°/, iger 
| Kalilauge). 
C,H,N,O, (126,06) Ber. © 47,60°/, H 4,79°/, N 22,22°/, 
Gef. 47,46 5,12 22,10 


Der Anhydrokérper II ist in den gebriiuchlichen organischen 


‘Lisungsmitteln so gut wie unldslich. Mit kochendem Wasser 
 entsteht eine triibe Fliissigkeit, aber keine klare Lisung. 


| Einwirkung von Thionylchlorid auf einige Oxysdurederivate. 


(Gemeinsam mit Frl. Charlotte Witte.) 
d,l-Mandelsiureamid: 3g Mandelsiiureamid wurden mit 


7 der 5 fachen Menge Thionylchlorid iibergossen. Unter geringer 
| Gasentwicklung erfolgte sofort Liésung. Diese wurde nach 





| 
i 
} 
1s 
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80 Minuten unter vermindertem Druck verdampft und der ky. 
stallinische Riickstand zweimal in Essigiither geliést und durcl 
Abkiihlen, eventuell unter Zusatz von Petrolither, wieder ab. 
geschieden, Ausbeute recht befriedigend. Schmelzp. 122° h, 
lag das Amid der Phenyl-chloressigsiure vor. 
C,H,CHCI-CONH, (169,53) Ber. C 56,63°/, H 4,76°/, 

Gef. 56,81 4,84 

Das Amid ist zuerst von H. A. Michaél und J. Jeap. 
prétre!) aus Phenylchloracetonitril mit rauchender Salzsiiure 
nében der zugehérigen stickstofffreien Siure erhalten worden, 
Sie geben einen Schmelzpunkt von 116° an. Auch aus Phenyl. 
oxy-acetonitril entsteht es nach Minovici und Zenovici bei 
der Einwirkung von Thionylchlorid.?) 

Milchsdureester: 5 g Milchsiure-aithylester wurden mit 
der 4fachen Menge Thionylchlorid iibergossen. Dabei trat 
betrachtliche Selbsterwirmung und Gasentwicklung ein. Nach 
11/, Stunden wurde das iiberschiissige Thionylchlorid unter 
geringem Druck verjagt und der Riickstand fraktioniert. Unter 
15 mm gingen nach einem geringen Vorlauf 3 g bei 95—99" 
iiber. Nach nochmaliger Destillation lag der Siedepunkt be 
95—96° unter 15 mm. 


0,1254 g Substanz gaben 0,1382 ¢ CO, und 0,0484 ¢ H,0. 


0,2643 g 5  0,1872 g AgCl. 

0,3481¢ ,, ,  0,8911 g BaSO,. 
C,H,O,SCI (200,61) Ber. C 29,91%/, H 4,529, Cl 17,68%/, § 15,97 
Gef. 30,06 4,32 17,52 15,48 


Das Esterchlorid ist eine leicht bewegliche farblose Fliissig- 
keit, die an feuchter Luft rasch stechend riecht. Mit Wasser 
zersetzt sie sich augenblicklich unter starker Erhitzung. Mit 
Salpetersiure entwickeln sich Stickoxyde. 

Milchsaéureamid: 5 g sorgfiltig gereinigtes Amid gingen 
beim UbergieBen mit 20 ccm reinem Thionylchlorid rasch unter 
geringer Selbsterwirmung in Liésung, die auch nach 75 Mi- 
nuten noch kaum gefirbt war. Jetzt wurde unter 11 mm uné 





1) Chem. Ber. Bd. 25, S. 1680 (1892). 
*) Bull. Soc. chim. France Serie 4, Bd. 11, S. 757 (1912); Chem. Zbl. 
1912, II, 8. 1207. 
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' sorgfaltigem AusschluB von Wasser verdampft und noch 1 Stunde 

im guten Vakuum aufbewahbrt. Als dann im hohen Vakuum 

| destilliert werden sollte, entwickelten sich zunichst viel Dimpfe, 

' aber dann ging bei 0,6 mm alles zwischen 120—130° (Bad- 

' temperatur) tiber. 

! Nach nochmaliger Destillation wurde der Teil von 125 bis 

| (30° fiir die Analyse verwendet. Die analytischen Werte 

' waren leider wenig befriedigend, wenn sie auch keinen Zweifel 

ber die Natur der Verbindung zulassen. 

0.1979 g Substanz gaben 0,1982 g CO, und 0,0705 g H,0O. 

9,509 mg i », 0,870 eem N (22°, 752 mm, iiber 50°/, iger 

| Kalilauge). 

| 0,1672 g Substanz gaben 0,2808 g BaSQ,. 

| (H,O,NS (185,12) Ber. C 26,64°/, H 3,73°/, N 10,37%, S 23,74°%, 

: Gef, 27,31 8,99 10,27 23,07 
Dicke, gelblich gefirbte Fliissigkeit, die sich in Wasser 

leicht mit saurer Reaktion lést und beim Aufkochen unter 

| Entwicklung von viel Schwefeldioxyd zersetzt wird. Sie lést 

sich ferner leicht in Ather und Benzol, dagegen ziemlich schwer 

| in Petrolither. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 10 














Uber den Zusammenhang der wasserliéslichen Wachstum:. 
faktoren mit Aktivatoren des Zuckerabbaues 
und iiber einen thermostabilen Biokatalysator in der Hefe. | 


Von 
Hans vy. Euler und Olof Swartz. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1924.) 


Unter den Stoffen, welche in frischen Zellen, Siiften und 
Geweben als unentbehrliche Aktivatoren am Zuckerabbau be- 
teiligt sind, ist das von Harden und Young!) 1904 entdeckte 
Co-Enzym der Giirung — wir nennen es der Kiirze wegen 
Co-Zymase — am besten bekannt. Harden selbst hat mit 
seinen Mitarbeitern wichtige Beitriige zur Kenntnis dieses 
auBerordentlich interessanten, aber in der Hefe nur in kleine 
Mengen vorkommenden Stoffes geliefert.2) Einen weiteren 
wesentlichen Fortschritt verdankt man Meyerhof?), welche 
1918 zeigen konnte, daB ein mit der Hefen-Co-Zymase ver: 
mutlich identischer Stoff im Muskelsaft vorhanden ist. 

Die Isolierung und quantitative Charakterisierung der 
Co-Zymase erschien als eine fiir die Biochemie des Kolle- 





‘) Harden und Young, Jl. of Physiol. 32, Proc. physiol. Soe. 
Nov. 1904. 

*) Siehe Harden, Alcoholic Fermentation, 3. ed. 1923. 

5) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 und Bd. 102, S.1u. 1 
(1918). 
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| hydratstoffwechsels wichtige Aufgabe, und mit Myrbick!) hat 
- deswegen der eine von uns (H.y. KE.) die Reinigungsarbeit an 
- der Co-Zymase in Angriff genommen, wobei die Wirksamkeit 
- nach ahnlichen Grundsiitzen gemessen und verfolgt wird, wie 
wir sie auch bei der Reinigung der Enzyme’) anwenden. Die 
' Verfolgung der Aktivitaét unter genau festgelegten Bedingungen 
jst um so notwendiger, als immer noch die Méglichkeit und 
' sogar die Wahrscheinlichkeit besteht, daB der Enzymkomplex, 
' den man als Zymase zusammenfaft, abgesehen vom Phosphat 
' Harden) mehr als einen Aktivator zur Ausiibung seiner nor- 
' malen Wirksamkeit bendtigt.’) 


Die im Hefenextrakt vorhandene Co-Zymase_ erhdht 


nur die Girwirkung Co-Zymase-armer Trockenhefen, nicht 
auch diejenige frischer Hefezellen. Eine Beschleunigung 
‘durch Co-Zymase tritt nicht ein, was mit der geringen 
' Durchlissigkeit der auBeren Protoplasmaschicht und mit der 
' Menge der von vornherein in der Hefe vorhandenen Co-Zymase 


zusammenhianet. 
Die giarungsbeschleunigende Wirkung der Hefenextrakte 


_ auf Trockenhefe wird man in erster Linie der darin enthaltenen 
'Hardenschen Co-Zymase zuschreiben. Die neueren Unter- 
' suchungen von Euler und Myrbiick*) zeigen, daB es der in 
} den ersten Stadien der Girung eintretende Phosphatumsatz 
ist, an welchem die Co-Zymase teilnimmt. 


Uber die sonstigen physiologischen Wirkungen der Co- 


'Zymase ist bis jetzt nichts bekannt geworden oder, genauer 


_ausgedriickt, wir haben bis jetzt keine Anhaltspunkte dafiir, 
welche sonstigen physiologischen Wirkungen der Hefensifte und 
_-extrakte wir der Co-Zymase zuschreiben diirfen. 


Bekanntlich tiben aber Hefenextrakte und Hefensiifte — 


-abgesehen von chemisch definierten Vorgiingen, deren innerer 


') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, 8. 179 (1923); Bd. 133, 


| 5.260 und Bd. 136, 8S. 107 u. Bd. 188 (1924). 





*) Siehe Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1749 (1923). 
*) Siehe Euler u. Berggren, Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 


; (1912), 


*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924). 
10* 
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Zusammenhang noch nicht klargestellt ist — biologisch sehy 
wichtige Wirkungen aus, von denen hier nur drei genannt 
seien, nimlich: 

1. die Beschleunigung des Zuwachses von Mikroorganismez, 
besonders Hefe, | 
2. die Beschleunigung des Zuwachses héherer Tiere, 

3. die prophylaktische und heilende Wirkung gegeniiber 
Beriberi und Polyneuritis gallinarum. 


Hinsichtlich der Einheitlichkeit der hierbei aktiven Sub. 
stanz haben die Meinungen stark gewechselt und auch jetz: 
noch gehen die Auffassungen der verschiedenen Forscher stark 
auseinander. Hier ist zunichst der als ,,Bios“ bezeichnete 
Stoff zu nennen, dessen Notwendigkeit fiir den Zuwachs der 
Hefe Wildiers’) im AnschluB an Pasteur durch originelle 
Versuche dargetan hat. Inwiefern nun dieser an Mikro- 
organismen gepriifte Kérper, den man nach einem Vorschlag 
von Funk?) mit dem Buchstaben D bezeichnet, mit demjenigen 
identisch ist, den héhere Tiere zu ihrem Wachstum unbedingt 
benétigen, ist noch nicht bekannt und bleibt der experimen- 
tellen Entscheidung vorbehalten. Die Identitiit der beiden 
Faktoren darf nicht von vornherein vorausgesetzt werden, und 
wir miissen also bis auf weiteres den Trager jeder Wirkung 
besonders kennzeichnen. In noch héherem Grade gilt dies 
beziiglich des ,,Bios* und des antineuritischen Vitamins B. 
Letzteres nach Williams*) und Bachman‘) durch den Zu- 
wachs oder die Girung der Hefe zu messen, ist, wie schon 
Eddy u. a.*°) betonten, nicht berechtigt. Um einen méglichst 
engen Anschlu8 an bereits bestehende Nomenklaturen und 


1) Wildiers, La Cellule Bd. 18, S. 313 (1901). 

*) Funk u. Dubin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 487 (1921). 

8) Williams, Jl. of Biol. Chem. Bd. 38, S. 465 (1919) und Ba. 42, 
S. 259 (1920). 

*) Bachman, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 235 (1919). 

°) Eddy u. Stevenson, Proc. Soe. exp. Biol. a. Med. Bd. 17, 8. 52 
(1919). Siehe auch Heaton, Biochem. Jl. Bd. 16, 8. 800 (1922). Uber 
die Rolle des Wachstumsférderers der Hefe hat Wright bemerkenswerte 
Versuche mitgeteilt. Biochem. Jl. Bd. 16, S. 137 (1922). 








D2 
er 





Zusammenhang der wasserléslichen Wachstumsfaktoren usw. 149 


Bezeichnungsweisen zu gewinnen, hat der eine von uns vor- 
geschlagen, den an Mikroorganismen gemessenen Wachstums- 
faktor (= Wildiers Bios) als D, und den an hoheren Tieren 
gemessenen Wachstumsfaktor als D, zu bezeichnen.’) Ks ist 
also zunichst zu priifen, inwieweit D , D. und das anti- 
neuritische Vitamin B miteinander in Hefenausziigen und so- 
dann in anderen Siaften und Geweben mit der Co-Zymase 
baw. mit den Co-Zymasen parallel gehen. 


Dies war das Ziel unserer Untersuchung, von welcher wir 
hier den ersten Abschnitt mitteilen. 


A. Wachstumsversuche an Hefe. 


Methodisches. 


Unsere Versuche sind alle mit der schon in zahlreichen 
friiheren Arbeiten dieses Laboratoriums verwendeten Brennerei- 
Oberhefe R angestellt worden, und zwar sind die Impfungen 
stets mit frischer, reiner (starkefreier) Kulturhefe ausgefiihrt, 
welche wir Herrn Oberingenieur Brahmer verdanken. 


Als Nahrlésung haben wir ein Salzgemisch von folgender 
Zusammensetzung verwendet: 


Im Liter Wasser 3 g (NH,),S0,. 
2g KH,PO,, 
0,25 g CaCl, , 
0,25 g MgSO,. 


Im Liter dieses Salzgemisches wurden gelést 20 g Rohr- 
zucker und als N-Quelle in Versuchsreihe I 1,5 g Harnstoff, 
in Versuchsreihe IJ ein Gemisch von Aminosiiuren. 


Fiir jeden Wachstumsversuch wurden 25 ccm dieser Niéhr- 
lisung verwendet, die in einem 100-ccm-Erlenmeyerkolben in 
iiblicher Weise durch dreimaliges Aufkochen vor jeder Impfung 
sterilisiert wurden. 


1) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 31 (1923). — 
Vitaminer och Tillviixtfaktorer. Stockholm, Wahlstrém o. Widstrand 1924. 
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Zur genauen Bestimmung des Wachstums haben wir di 
nunmehr oft beniitzte Methode, die Hefe in einem gradierte; 
Réhrchen zu zentrifugieren, nicht fiir genau genug erachte 
und haben daher stets die allerdings miihsamere Methode de 
Zellenzihlung verwendet. Dieselbe geschah in einer Thoma. 
Zeissschen Rechenkammer, deren Grundfliche in 3/,,. qmm 
geteilt ist; die Hohe der Kammer betragt 0,100 mm. Die 
Zellenzahlen sind im folgenden stets per 0,005 mm’ ap. 

gegeben. 

| Im Interesse der Raumersparnis verzichten wir auf eine 
Mitteilung der einzelnen Ablesungen und geben im folgenden 
nur die Mittelwerte an. 


I. Versuchsreihe: Harnstoff als org. Stickstoffquelle. 


Nachdem durch Tholin und dann eingehender und ab. 
schlieBend durch Myrbick die Thermostabilitat der Co-Zymase 
zahlenmiBig festgelegt worden war, haben wir zuniichst orien- 
tierende Versuche dariiber angestellt, ob nach Zerstérung der (o- 
Zymase im Hefenextrakt ein Aktivator des Wachstums iibrig bleibt. 
Der Hefenextrakt wurde aus Trockenhefe bereitet und enthielt 
nach Filtration 8,3 mg Trockensubstanz per Kubikzentimeter. 

Vor der Erhitzung wurde der Hefenextrakt mittels NaOH 
auf die gewiinschte Alkalinitét gebracht, nachher wurde mittels 
H,SO, zum Girungsoptimum zuriickneutralisiert. 


Versuch 1. 


Hefenextrakt. 1 Stunde bei py, = 7—8 gekocht. 











Nr. d. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 

Lis. cem Nihrliésung o | 49 I 44 | 68 
ohne Zusatz . . . ... | 141 | «5,7 18.2 | 75 
+ 1ceem ungekocht. Extr. . 11 | 14,9 102 110 
+ 5 eem ungekocht. Extr. . 1,1 ; 16,1 155 155 


+ 1cem 1 St. gekocht. Extr. 1,1 | - 10,2 103 132 
+ 5cem 1 St. gekocht. Extr. iA 3,1 2,6 | Lés. 


oO Fe © be 
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Wie ersichtlich, beschleunigt auch ein Zusatz des 1 Stunde 
bei p, = 7—8 auf 100° gehaltenen Extraktes das Wachstum 
noch stark. 


Versuch 2. 


Extrakt aus getrockneten Malzkeimlingen. Gekocht 4 Std. bei py, = 7—8. 














Nr. d. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Lis cem Nihrlésung 0 ne i9 ‘e a. 
ohne Zusatz , 1,6 8 27 
2 | -+-0,6cem Extrakt . 1,6 23 50,5 
8 + 3,0 eem Extrakt . 1,6 33 130 
+ 0,6 cem Extrakt gekocht . 1,6 21 | 54 
+- 3,0 cem Extrakt gekocht . 1,6 57,5 119 








Auch 4stiindiges Kochen bei p, = 7—8 1l&Bt also den 
Wachstumsfaktor der Weizenkeimlinge fast vollstindig unver- 








andert. 
Versuch 3. 
Hefenextrakt. 3 Stunden gekocht bei p,;; = 10. 
Ne a. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Los. cem Nihrlésung * 90 a it 43 
ohne Zusatz ees 4 | 17 56,5 
- + 1cem Extrakt, ungekocht 4 | = 61,5 148 
+ 5 cem Extrakt, ungekocht 4 | 129 260 
4 + leem Extrakt, gekocht 4 | 60 206,5 
9 + 5ecm Extrakt, gekocht 4 | = 168 308 
| 








Der zugesetzte gekochte Extrakt ruft nicht nur keinen 
geringeren Zuwachs hervor als der ungekochte, sondern zeigt 
sogar eine verstiirkte Wirkung. Wir haben diesen Versuch 
wiederholt, um sicher zu sein, daB die Aciditat des Hefen- 
extraktes sich waihrend des Kochens der erheblich alkalischen 
Lisung nicht veriindert hat. 
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Versuch 4. 


Hefenextrakt. Trockensubstanz 10,2 mg per Kubikzentimeter, 
3 Stunden gekocht bei p,;, = 10. 





—— 











Nr. a. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 

Los. cem Niahrlésung Di ae ne 2 ‘a: | 44 
1 ohne Zusatz ...... 1,45 6 | 28 
2 + 0,8 cem Extr., ungekocht. 1,45 47 | 1105 
3 + 4,0 cem Extr., ungekocht . 1,45 | 69,5 | 187,5 
4 + 0,8 cem Extr., gekocht. . 145 | 24 71 
5 + 4,0 cem Extr., gekocht. . 145 | TS | 185 


Auch hier macht sich beim gréBeren Zusatz von 4 cen 
Extrakt eine wesentliche Schwachung nicht bemerkbar. Die 
Abnahme von Nr. 2 zu 4 und anderseits die Zunahme (nach 
19 Stunden) von 3 zu 5 kann vielleicht auf das Zusammen- 
wirken mehrerer Aktivatoren zuriickgefiihrt werden; wir kommen 
in einer folgenden Mitteilung noch darauf zuriick. 


Versuch 5B. 


Die sehr auffallende Alkaliresistenz des hier wirksamen 
Wachstumsfaktors hat den Versuch 5 veranlaBt, bei welchem 
die Alkalinitat noch weiter gesteigert wurde, und zwar bis 
auf p,, = 12. 


Versuch 5. 
Hefenextrakt. Trockensubstanz 11,6 mg per Kubikzentimeter, 
3 Stunden gekocht bei py, = 12. 














Nr. der Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Liésung Nihrlésung 0 | 4g 

1 ohne Zusatz . ye we A Re 15 

2 + 0,7 cem Extrakt, ungekocht LS 74 

8 + 3,5 cem Extrakt, ungekocht 1,5 | 100 

4. + 0,7 cem Extrakt, gekocht 1,5 | 62,5 

5 + 3,5 eem Extrakt, gekocht . 1.5 81 





del 
fiir 


. N 
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Il. Versuchsreihe: Aminosiuren als org. Stickstoft- 
quelle. 


Nach den eben beschriebenen Versuchen kann man sagen, 
‘dab der hier zur Wirkung kommende Bestandteil des Hefen- 
extraktes eine wairme- und alkalistabile Substanz ist. Wir 
‘haben nun erwogen, ob es sich hier tatsiichlich um einen 
Kérper von der Art der Wachstumsfaktoren, also einen 
'Aktivator, ein Hormon oder dergl. handelt, oder ob viel- 
leicht durch den Hefenextrakt eine zum Aufbau _ neuer 
‘Zellen wichtige KiweiBkomponente zugefiihrt wird. Wir 
‘haben deswegen das Stickstoffmaterial im Grundversuch viel- 
seitiger zusammengesetzt, und zwar wurden die 1,5 g Harn- 
-stoff der Versuchsreihe I nunmehr ersetzt durch folgende 
‘Mischung von Aminosiuren: 


1,5 g d,l-Leucin 0,2 g 1-Tyrosin 
1,0 g Alanin 0,2 g Phenylalaninu 
1,0 g Glykokoll 0,1 g Cystein 


1,0 g Asparagin 


Bei dieser Versuchsreihe wurde der Hefenextrakt nach 
‘der Alkalinisierung und Erhitzung nunmehr mit HCl auf die 
tir den Zuwachs passende Aciditiét zuriickgebracht. 


Versuch 6. 


Hefenextrakt. Trockensubstanz 10,7 mg per Kubikzentimeter. 
3 Stunden gekocht bei py = 12. 











eB Nr. d. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
ohne Zusstze . . 2. ss 2,6 12 42 
- + 0,8 cem Extr., ungekocht. 2,6 42 i44 
3 + 4,0 eem Extr., ungekocht. 2,6 56 197 
4 + 0,8 cem Extr., gekocht . 2,6 37 72 
) + 4,0 eem Extr., gekocht . 2,6 62 189 








Dieser Versuch wird durch die Figur 1 dargestellt. 
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Auf die Berechnung der Wachstumsbeschleunigung wntey 


Zugrundelegung der bekannten logarithmischen Konstantey! 
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oder der Halbierungszeiten per Gewichtseinheit Substanz (ent- 
sprechend den in der Enzymchemie iiblichen Einheiten) 
kommen wir in der folgenden Mitteilung zuriick.*) 
Versuch 7, 
Extrakt getrockneter Malzkeimlinge erhitzt. 


Extrakt. Trockensubstanz 14,4 mg per Kubikzentimeter. 
3 Stunden gekocht bei py = 12. 














Nr. d. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Los. Nihrlésung a is 9 
ees a 

1 ohne Zusatz a # 1,6 ao | 6 

2 +- 0,6 cem Extr,, ungekocht. 16 | 13 ; 34 

3 + 3,0 eem Extr., ungekocht. a ee ee.’ 

4 + 0,6 cem Extr., gekocht . 16 | ww | 31 

5 + 3,0 cem Extr., gekocht . 16 | 28 j; 109 





1) Fiir Bakterien zuerst von Basenan (1895) angewandt. 

*) Vergl. Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749 (1923). 

8) Vergl. Euler und Palm, Diese Zs. 81, 59 (1912). — Euler, 
Vitaminer och Tillvixtfaktorer, Stockholm, 1924. 
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Auch hier ruft 3 stiindiges Kochen der alkalischen Lisung 
keine Verminderung der Wachstumsbeschleunigung hervor. 


Versuch 8. 


Kine Reihe von Vitaminen und spezifischen Faktoren hat 
sich als empfindlich gegen Oxydation erwiesen, und zwar be- 
sonders in alkalischer Lésung. Wir haben deshalb den obigen 
Versuch 6 unter Durchleiten eines Luftstroms wiihrend des 
Kochens wiederholt (Nr. 4 und 5). 

Ferner legte die groBe Resistenz des Hefenextrakts gegen 
Alkali bei 100° die Erwigung nahe, daB ein im Hefenextrakt 
yorhandener Mineralbestandteil der Traiger der Wachstums- 
jeschleunigung ist. Deswegen wurde zu den Lésungen 6 und 7 
die Asche von 1 ccm bzw. 5 com Hefenextrakt zugegeben. 


Hefenextrakt. ‘Trockensubst. 5,3 mg per Kubikzentimeter, Aschengehalt 
0.9 mg per Kubikzentimeter. Nr. 4 u. 5 je 3 Std. gekocht bei py = 12. 














Nr. d. Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Lis. Nihrlésung 9 | Si. ae aa, © 
Obne Zasete . 1. 1 ik 1,2 | 84 | 11 
2 + 0,8 cem Extr., ungekocht. is | 48,5 
3 | + 4,0 cem Extr., ungekocht. 1,2 28 72,5 
4 + 0,8 cem Extr., gekocht  . 1,2 12 31 
a) + 4,0 cem Extr., gekocht . 1,2 21 4] 
6 + Asche aus 1 cem Extrakt 12 | 8,1 21 
ri + Asche aus 5 cem Extrakt 12 | 85 | 18 


Bei diesem und den folgenden Versuchen war das Wachs- 
tum in den Lésungen 1—3 erheblich geringer. Immerhin 
kann man sehen, daB das 3stiindige Liiften des Saftes bei 
100° eine deutliche Abnahme der Wachstumsbeschleunigung, 
also eine teilweise Zerstérung eines Wachstumsfaktors herbei- 
tihrt. Die Wirkung der Asche war viel geringer als die des 
Extraktes, was auf die organische Natur des Wachstumsfaktors 
schlieBen 1aBt. 


Versuche 9—12. 


Da diese Versuche undeutliche Resultate ergaben, so 
wird yon einer Mitteilung der Versuchszahlen abgesehen. 
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Versuch 9 zeigte, daB ein Zusatz von Tryptophan, etwa 
5°/, des Trockengewichts der Hefe entsprechend, niimlich 
0,4 mg und 2,0 mg, in 18 Stunden nur eine geringe Re. 
schleunigung des Wachstums hervorrief. 

In Erwagung, daB in dem bei der II. Versuchsreihe yer. 
wendeten Gemisch von Aminosiuren immer noch ein wesent. 
licher Bestandteil fehlen konnte, welcher durch den Hefenextrak: 
erginzt wird, haben wir als N-Nahrung Casein (nach Hammar. 
sten) und zwar in einer Menge von 2,5 g per Liter ver. 
wendet. Auch dieser Zusatz rief kein stiirkeres Wachstun 
hervor. Ebensowenig hatten Zusiitze von Zymophosphat, dessey 
Anwesenheit im Hefenextrakt vermutet werden konnte — wir 
gaben 8 bzw. 40 mg —, eine wesentliche Wachstumsbeschleu. 
nigung zur Folge. 


Versuch 13 und 14. 


Anhangsweise teilen wir noch 2 Versuche mit, welche die 
Thermostabilitit des Hefenextraktes bei der Aciditit p,, =‘ 
und die Wirksamkeit des Extraktes von frischen Gersten- 
keimlingen zeigen. 


Extrakte. Gekocht 1'/, Stunde bei p,;, = 6. 









































wed | Zusammensetzung Zellenzahl nach Stunden 
Lés. Nihrlésung . 6 q 22, 46 








Hefenextrakt. Trockensubstanz 12,1 mg per Kubikzentimeter 





1 ohne Zusatz . .... -; 0,7 1,1 6,5 
2 + 1eem Extrakt, ungekocht 0,7 15 32 
3 + 5ceem Extrakt, ungekocht 0,7 38 82,5 
4 +1cem Extrakt, gekocht . 7, + = 27 
5 +5cem Extrakt, gekocht . 0,7 34 71 





Extrakt von Gerstenkeimlingen. ‘Trockensubstanz 8,8 mg 
per Kubikzentimeter 


ohne Zusatz Py 0,3 6 16 
+1cem Extrakt, ungekocht 0,8 18 37 
+ 5eem Extrakt, ungekocht 0,8 31 141 


ws 





we 








er a | "| 
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B. Garungsversuche. 


Methodisches. 


Die Versuchsanordnung und Methodik war die gleiche 
wie bei friiheren Giirungsversuchen in diesem Laboratorium. 
Das entwickelte CO, wurde aus den Giarkélbchen durch 
Kapillarréhren in Biretten tiber Quecksilber aufgefangen, und 
zwar bei Unterdruck und unter mechanischem Schiitteln. Die 
Girkélbchen befanden sich in einem Wasserthermostaten, der 
durch elektrische Regulation bei 30° + 0,05° gehalten wurde. 

Das Volumen der Liésung betrug 5 ccm; die Nihrliésung 
enthielt 10°/, Rohrzucker, hatte aber im iibrigen die gleiche 
Zusammensetzung wie bei den Wachstumsversuchen. Alle 
irungen wurden mit 0,025 g frischer Hefe von nahe 30°/, 
Trockengewicht ausgefiihrt. 


Versuche. 


Unsere wesentlichsten Versuchsergebnisse kénnen wir in 
den Figuren 2—5 zusammenfassen. Man sieht aus den- 
selben, daB die Girungsbeschleunigung, welche durch Hefen- 

(oe 


' 
17 _ 





ce 


com CO> 
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extrakte (und Extrakte von Gerstenkeimlingen, Fig. 5) an 
frischer Hefe erreicht werden, von einer Substanz herriihren, 
welche noch bei 100° wenig alkaliempfindlich ist; die Wirkung 
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Kurven 5—7: Zusitze des ungekochten Fxtraktes und zwar 0,5 baw. 1,0 und 1,5 ccm. 
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dieses Aktivators (oder dieser Aktivatoren) wird auch bei 
p, = 12 nur um etwa den halben Wert der Beschleunigung 
yermindert. Was die Konzentrationsfunktion dieser Aktivierung 
petrifit, so diirfte ein Maximum der Aktivierung schon bei 
ziemlich kleinen Extraktzusitzen (2—3 ccm unserer Extrakte) 






Gerstenkeimlinge 
19 - ' —— $$ | ——_- 4} ——- — 
_—.+. frische (Trockensubst. 8,7mg)ccm 
_._.Getrocknete (Trockensubst 297mg) ccm 
| i 


17|-—- — " — a a 











erreicht werden, Dieser Umstand hangt vielleicht damit zu- 
sammen, da, wie dies friiher von Kuler und Myrbick}) 
gefunden wurde, neben Aktivatoren in der Hefe auch Hemmungs- 
kérper vorkommen, welche die Wirkung der ersteren herab- 
setzen. 

Die Konzentration, in welcher der thermostabile Aktivator 
der Garung eine Verdoppelung der Girungsgeschwindigkeit 
hervorruft, kann, solange eine Isolierung nicht erreicht ist, 
nicht angegeben werden. Da wir aber den Trockensubstanz- 





') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, 8. 28 u. zw. 39 (1921). 
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gehalt unserer Extrakte kennen, so wissen wir, daB diese Koy. 
zentration sicher geringer ist als 0,2°/,. 

Ks hat sich nun gefragt, in welchem Verhiiltnis diese 
Aktivator zur Co-Zymase steht. Diese Frage lieB® sich py 
durch Versuche mit ausgewaschener Co-Zymase-freier Hef 
entscheiden. Diese Versuche hat Herr Myrbick tibernomme 
und sie haben ergeben, daB unser Aktivator die Co-Zymase 
nicht ersetzen kann. Ferner tritt die Wirkung nicht jy 
ausgewaschener Trockenhefe, also nicht in Abwesenheit leben. 
der Hefezellen auf. Dieser Umstand ist geeignet, zur Charak. 
terisierung von Trockenhefe-Priiparaten beizutragen. 

In diesem Zusammenhang wollen wir schlieBlich noch 
einen Versuch mitteilen, bei welchem wir ein gereinigtes (vo. 
Enzympriparat hinsichtlich seiner Gairwirkung und seines Kin. 
flusses auf das Zellenwachstum verglichen haben. Das Pri. 
parat Nr. 15a hat Herr Assistent K. Myrbick hergestellt, dem 
wir hierfiir und fiir seine Hilfe bei diesen Versuchen auch hier 
bestens danken. 

Die Garung wurde wie oben beschrieben gemessen; der 
zugehérige Wachstumsversuch im gleichen Thermostaten eben- 
falls bei 30°. 


CO, in Kubikzentimetern. 














Minuten. ... . 20 | 40 | 65 | 85 | 110} 130 | 160 | 180 | 19 
Nahrlésung. . . . | 0,2 | 0,5 | 1,1 | 1,5 [2,25]2,95] 4,2 | 5,0 | 6,0 
Nahrlésung + 1 ecin : 

Co-Zymaselésung . | 0,4 | 0,9 | 1,6 | 24 13,5 [5,0 | 7,7 | 9,9 [ 11) 





























Die Zihlung der Zellen ergab: 




















a eee eee ee ee ee 0 165 
DE kk ee 260 240 
Nihrlésung + 1 eem Co-Zymaselésung 260 290 


Es wurde also, wie friiher!) an ungereinigter Co-Zymase- 


/ 


1; Enleru. Berggren, Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 (1912) 
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 jésung, nunmehr an reineren Lésungen eine Garungsbeschleu- 
2 nigung an frischer Hefe konstatiert. 

Wenn also auch im rohen Hetfesaft eine kleine Zu- 
nahme (wenig iiber die Versuchsfehler hinausgehend) der 
 Zellenzahl eingetreten ist, so kann die Beschleunigung der 
- (tirung der frischen Hefe doch nicht hierauf zuriickgefiihrt 
| werden. 


C. Wachstumsversuche an Ratten. 


Nachdem es sich gezeigt hatte, daB im waBrigen Extrakt 
von Trockenhefe neben der Co-Zymase ein Aktivator des 
Wachstums vorhanden ist, welcher gegen 0,001 n-Alkali bei 
100° noch sehr resistent ist, oder daB, wie wir einstweilen 
sagen konnen, die Summe der Faktoren J) durch 3 stiindiges 
Erhitzen auf 100° bei einer Alkalinitit von rund p,, = 12 etwa 
mur Hilfte zerstért wird, blieb zu untersuchen, was von dem 
fir das Wachstum von héheren Tieren (Ratten) erforderlichen 
Faktor D. nach dem Erhitzen bei gegebener Aciditit noch 
iibrig bleibt. 


Methodisches. 


Wir haben zu den Versuchen Albinoratten verwendet. 
Nach 21 Tagen wurden die jungen Tiere der Mutter genommen 
und nach weiteren 4 Tagen auf B-freie Grundkost gesetzt: 


Gereinigtes Kasein. . . . . 20 Teile 
Sie aerosol 
Gehirtetes Arachidél . . . . 10 ,, 
Salzmischung . ...... 5 


Dazu Citronensaft (im Trinkwasser) und 12 Teile Butter- 
fett als A- und 1D-Zufuhr. Nach weiteren 10 Tagen hérten 
die Jungen, die nun 84—35 g wogen, zu wachsen auf und 
erhielten nach weiteren 5 Tagen je 0,5 ccm des zu unter- 
' suchenden Saftes, und zwar des unveriinderten und des wiihrend 
3 Stunden bei p,, = 6—7 auf 100° erhitzten. Die Versuche 
werden eingehender von Herrn Assistenten I. Lindstal be- 
schrieben werden. Hier sei nur erwahnt, daB in den folgenden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 11 
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3 Wochen die mit dem erhitzten Saft erreichte Wachstuy. 
geschwindigkeit héchstens noch 10—15°/, der mit dem nich 
erhitzten Saft hervorgerufenen betrug. DemgemiiB mut 
noch als unsicher bezeichnet werden, ob von dem Faktor (ode; 





den Faktoren’) J, nach oben angegebener Vorbehandlung noc) 
ein aktiver Rest zuriickbleibt. Nach 3 stiindiger Erhitzung da I, 
Hefenextraktes auf 100° bei p,, = 10 ist derselbe an sich vol. & , 
stindig unfihig, als Komplement zu A-, 1D- und C-haltige & , 
Grundkost das Wachstum der Ratten aufrecht zu erhalten, : 
Es bleibt aber nun immer noch die Méglichkeit vorhandey, y 
daB der so vorbehandelte Saft die Wirkung eines nicht erhitzty [Bs 


erhéht, da’ mit anderen Worten eine der Komponenten von /) 
nach der Erhitzung auf 100° bei p,, = 10 noch vorhanden is 
Soweit wir bis jetzt beurteilen kinnen, stehen unsere Versuct: 
in guter Ubereinstimmung mit denen von Chick und Hume! 
sowie von Steenbock®) und sind auch mit Beobachtungen vw 
Byfield‘), Daniels und Loughlin nicht unvereinbar. 











Zusammenfassung. 


Unseren hier mitgeteilten Versuchen kénnen wir bis jeti 
folgende Ergebnisse entnehmen: 

Der im Extrakt von Trockenhefe und von Gerstenkein- 
lingen enthaltene, das Wachstum von Hefe beschleunigent 
wasserlésliche Wachstumsfaktor (oder die Summe von Fak 
toren) D zeigt auch in alkalischen Lésungen bis p,, = lf 
bis 100° eine auffallend hohe Stabilitat. In Hinsicht auf dies ¥ 
Temperatur- und Alkalistabilitat tibertrifft Din hohem Grad: 
die gleichfalls im Hefenextrakt anwesende Co-Zymase, {i 








) Dazu gehorten vielleicht die von Abderhalden und seine 
Mitarbeitern, besonders Wertheimer, eingehend studierten Atmung: § 
faktoren. Siehe Pfliigers Arch. Bd. 195, S. 480 (1922); B. 198, S. 571 (1922. 

*) Chick u. Hume, Proce. Roy. Soc. B. Bd. 90, 8. 60 (1917). 

5) Steenbock, Sell u. Nelson, Biol. Chem. Bd. 55, S. 399 (1925, 

- Steenbock, Sell u. Jones, Biol. Chem. Bd. 55, 8S. 411 (1923). : 

4) Byfield, Daniels u. Loughlin, Am. Jl. Dis. of Childru ff 
Bd. 19, S. 349 (1920). 














Zusammenhang der wasserléslichen Wachstumsfaktoren usw. 163 


e 


welche die Aktivierungskonstante 4 bei 80° und Py, = 5,5 


hereits meBbar ist.?) 
Der Extrakt von Trockenhefe und von Gerstenkeimlingen 


' euthalt einen Biokatalysator der alkoholischen Garung, welcher 
; hohe ‘'emperatur- und Alkalistabilitat besitzt; seine Beziehung 
| m anderen Girungs-Aktivatoren bzw. Biokatalysatoren?) bleibt 
: noch weiter zu untersuchen; wir bezeichnen ihn einstweilen 


nit dem Buchstaben z. 
Der im Extrakt vou ‘Trockenhete enthaltene und das 
Wachstum von Ratten beschleunigende Faktor J, (oder die 


/Summe von Faktoren J.) ist viel alkaliempfindlicher als D_ 


uud ist somit von J verschieden oder enthilt iiberwiegend 
andere Bestandteile. 


‘') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 138, S. 1 (1924). 
*) Vergl. auch Hayduck und Haehn, Biochem. Zs. 128, 568 (1922). 








Zur Kenntnis der Trockenhefe. II. 
Von 


Hans y. Euler und Gudrun Westling. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1924.) 


In dieser Mitteilung kommen wir zuriick auf frithey 
Studien!) iiber den physiologischen Zustand und die Girkraj 
solcher Hefen, welche unter méglichster Schonung der enz. 
matischen Hahigkeiten ihres natiirlichen Wassergehaltes beraul; 
worden sind. 

Die Trockenhefen unterscheiden sich von den frische 
Hefen durch ihren Quellungszustand, welcher seinerseits di: 
Permeabilitét der AiuBeren Protoplasmaschichten, die Verteilung 
zwischen Zelle und Medium, und das Verhalten der Hefa 
gegen wifrige Extraktionsmittel (damit auch den Verlust vu 
Co-Zymase, von Salzen usw.) mitbestimmt; ferner zeigt es sich 
auch, daB die verschiedenen enzymatischen Fiahigkeiten und 
Wirkungen des Protoplasmas in sehr ungleichem Maf durel 
die Trocknung beeinfluBt werden. Wenn wir auch nach de 
friiheren Arbeiten aus diesem Laboratorium noch nicht sage1 
kénunen, welche prinzipielle Differenzen bestehen zwisclet 
frischer Hefe und Trockenhefe, die schnell und schonend bei 20) 
in trockenem Luftstrom unter event. Nachbehandlung mit Aceto 
entwiissert wurde’), so sind die Gradunterschiede, je nach de! 
Art der Herstellung der Trockenhefen immerhin recht erheblic! 





') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 (1921). — Arkiv! 
Komi 8, Nr. 17 (1921). — Euler u. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 1 
S, 279 (1911). — Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 71, S. 14 (1911). - 
Euler, Zs. f. Giirungsphysiclogie Bd. 5, 8. 1 (1914). 

*) Dauerhefen, welche aus PreBhefe direkt durch Behandlung mil 
Alkohol oder nach Rapp mit Aceton hergestellt sind, weisen im #! 
gemeinen starkere irreversible Veriinderungen auf, als luftgetrocknel 
Hefen. 
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Unter den deutlich hervortretenden Unterschieden zwischen 
' Trockenhefen und frischen Hefen ist ihr Verhalten zu Para- 


| |ysatoren (zu Narcoticis, Schwermetallsalzen u. a.) und zu ge- 
wissen Aktivatoren zu erwihnen. 


Was den Kinflu8 der Paralysatoren auf das Zymasesystem 
yetrifft, so zeigen sich die deutlichsten Unterschiede zwischen 


dem nach Buchner hergestellten PreBsaft und frischen Hefe- 
' yellen; andere Praparate, welche noch eine gewisse, in der 
1 Regel stark verminderte Girkraft besitzen, nehmen eine Mittel- 
| stellung ein. 


In Hinsicht auf eine den 'l'atsachen nicht ganz entsprechende 


' Darstellung in der neueren Literatur mag hier an folgendes 


erinnert werden: 
DaB die alkoholische Girung in der frischen Hefe nicht, 
wie Buchner angenommen hatte, durch die freie Zymase ver- 


| mittelt wird, sondern durch den an das Protoplasma gebundenen 
' Enzymkomplex, dessen Kigenschaften durch das gebundene 
 Protoplasma teilweise verindert sind, wurde 1911 zuerst von 
Euler und B. af Ugglas ausgesprochen.') .,Die Zymase ist 


der lebenden Hefe als chemischer Bestandteil ganz oder 


' teilweise an das Protoplasma gebunden“ (a.a.0.). ,,Der die 


alkoholische Giarung vermittelnde EKnzymkomplex ist in der 


4 lebenden Zelle ein Bestandteil des Protoplasmas; durch gewisse 
Verfahren ... kann die Zymase von Protoplasma mehr oder 
| weniger vollstindig getrennt werden.“*) Die Auffassung, daB 
_ in der frischen Hefe nur ein sehr kleiner Teil frei sein kann, 
| ist dann auch wiederholt in Arbeiten aus diesem Laboratorium 
 hetont worden. ,,Ks wurde friiher darauf aufmerksam gemacht, 


a8 die Girwirkung von Hefepriparaten, in welchen lebende 


_ Zellen keine Rolle spielen, sehr klein ist im Vergleich zur 


(rirwirkung der normalen Zellen“.*) 


') Bald darauf und unabhiingig ist Rubner (Arch. f. Physiol. 


’ Suppl. 1912) durch energetische Betrachtungen zu einem 4hnlichen 
| Resultat gekommen. — Siehe ferner: Giaja, Soe. Biol. Bd. 82, S. 804 
a (1918), 


*) Euler u.af Ugglas, Zs. f. allgem. Physicl. Bd. 12, 8. 364 (1911). 
’) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 (1921). 
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Kine weiter gehende Behauptung, als ,daB in der lebende 
Hefe nur ein sehr geringer Teil der Garwirkung der freje, 
Zymase entstammt*, wiire wissenschaftlich nicht gerechtferti, B , 
gewesen, da die Entscheidung, ob ein kleiner Bruchteil fr | 
ist oder nicht, mit der erforderlichen experimentellen Genauis. BE | 
keit nicht gefiihrt werden konnte. ££ 





Kine solche Kntscheidung, welche iiber das oben erwihnt 3 ; 
Resultat hinaus gehen wiirde, ist auch bis jetzt nicht gefihn | 
worden. Es ist auch an sich von untergeordnetem Interess, B ; 
ob bei der einen oder anderen Hefe etwa 1°/, oder — wie & 
wohl aus der Girkraft des Buchner-Saftes geschlossen werd: B | 
kann — vermutlich ein Bruchteil eines Prozentes der Zymav 
frei ist. 4s 








Dagegen haben wir unsere friiheren Studien iiber da — 
Verhaltnis, in welchem die gebundene Zymase zum Protoplasn: & 
steht, fortgesetzt. 

Bevor wir unsere Versuche mitteilen, seien iiber di 
Trockenhefe kurz einige Angaben gemacht. 




















Herstellung und Kennzeichnung unserer Trockenhefe. 








Die friiher oft angewandte und beschriebene Oberhete 
wurde als PreBhefe von etwa 30°/, Wassergehalt gesiebt uni 
in diinnster Schicht in trockenem Raum getrocknet. In 24 Stunden 
war der gréBte Teil des Wassers entwichen, nach 2—3 Tagen 
war die Hefe gewichtskonstant. 

Die Giarung der frischen Hefe ist gekennzeichnet dure! 
die Halbgirzeit von (im Mittel} 150. Das Verhiltnis der Halb- 
garzeiten der frischen und der getrockneten Hefe betrug im 
Mittel 9. Der Neuberg-Quotient, das Verhialtnis der }/, CO,- 
Entwicklung mit Glucose und mit Brenztraubensiure betrug, 
in guter Ubereinstimmung mit einer friiheren Versuchsreibe 
von KE. Lindberg?) 0,13. 

Die Selbstgirung der Hefe R ist nicht besonders hoch: 
2 g Trockenhefe R bei p,, = 6,6 und 18° liefern in 3 Stunden 
in 50 ccm Lésung 16,5 ccm CO,. 






























































') Lindberg, Biochem. Zs. Bd. 132, 8. 110 (1922). 
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Anordnung der Garungsversuche. 


Bei den volumetrisch ausgefiihrten Versuchen (auBer den 
con Hrn. Myrbick angestellten, S. 174), bei welchen die Anzahl 
Kubikzentimeter des entwickelten CO, angegeben ist, wurde 
CO, unter vermindertem Druck in Quecksilberbiiretten aut- 
zefangen und das Volumen bei Atmosphirendruck und Zimmer- 
temperatur (17°) abgelesen. Die Garungskélbchen von 100 ccm 
iuhalt befanden sich im Wasserthermostaten und wurden ge- 
schiittelt; Temperatur 30° + 0,2°. 

Das Volumen der Girungsfliissigkeit betrug 50 ccm; die 
Zusammensetzung der Lésung ist bei jedem Versuch angegeben. 

Bei denjenigen Versuchen, bei welchen die jeweils un- 
vergorene Glucose durch ihre Reduktionsfahigkeit gemessen 
wurde, geschah dies nach der bekannten Methode von Bertrand. 


1. KinfluB von Phenol 
auf die Girkraft der Trockenhefe. 

A, Phenol. Es wurde diejenige Phenolkonzentration fest- 
vestellt, bei welcher noch mehr als die halbe Girkraft der 
Trockenhefe erhalten blheb, bei welcher aber der Zuwachs der 
Hefe schon unterdriickt ist.*) 

Die gesuchte Phenolkonzentration liegt zwischen den Zu- 
sitzen 2 com und 5 ccm 1°/,ige Phenollésung, also bei einer 
Phenolkonzentration von rund 0,01 norm. oder bei einem 


/ 


Phenolzusatz von etwa 1/,, der Trockenhete. 

') Wie die Selbstgirung dieser Trockenhefe durch die entsprechenden 
Phenolkonzentrationen beeinflubt wird, geht aus folgendem Auszug aus 
einer Versuchreihe (Mittelwerte aus je 2 Versuchen hervor). 

eem CO,. 18°. 








2g Trockenhefe. 25 ccm 2°/,ige PQy. py=6,6. Vol. 50eem 





Stunden 


2 cem 1°/,ige 5 eem 1°/,ige {10 cem 1 °/,ige 
*henollésung | Phenollésung | Phenollésung 


ohne Zusatz | | 





| 0.9 0,9 | 1,0 1,0 
2 7,1 8,2 7,2 6,3 
3 16,5 15,5 14,1 11,7 
5 28,8 25,5 22.7 19,1 
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ccm — 
lg Trockenhefe. 2 g Glucose. py = 6,2 
Stunden a eo ’ 
- ; 2cem 1 °/,ige 5 cem 1°, ig 
ohne Zusatz | 3 cem Toluol Phenollésung | Phenollésung 
1 1,9 | 1,1 1,2 0,9 
2 15,1 | 1,4 1,5 24 
3 31,0 | 1,4 24,4 12,2 
4 43.6 | 1,5 40,5 24,7 
5 — 1,6 / 52,8 86,6 . 
In den folgenden Versuchen wurde der Zucker nach — * 
Bertrands Reduktionsmethode bestimmt. tr 
°/, Glucose vergoren (Mittel). Fb 
. ; de 
lg Trockenhefe. 2¢ Glucose. Pu = 6,6 : fr 
Stunden 5 1°/ yO 5 40 i re 3 
ohne Zusatz 5 com 1 Mige ag le | d 
Phenolldstng Anilinlisung Rf 
— = — sneer eats A T ; | 
1 — 10,16°/, vergoren | 4,05°/, vergoren 
2 15,37") vergoren ; 1 2,90 , s 15,00 ,, - Fal 
3'/, 26,41 ,, es | 21,75 ,, . = Fy 
5 $2,338 ,, f (me , ss 20,10 ., : 
[ 
Kin ahnlicher Versuch mit Rohrzucker ergab: 
mg reduzierte Hexose. 
1g Trockenhefe. 2 g Rohrzucker. Pu = 6,6 i 
Stunden oe : —————_——_ —_— 
ohne Zusatz 5 cem 1"/,ige Phenollésung F 0 
— A —————— 4 9 
1 72,4 mg 74,5 mg \ 
2 43,8 ,, 42,4 ,, &- 
31/, 41,3 ,, 38,6 ., : 
Der gleiche Zusatz zur frischen Hefe wurde nochmals % 
untersucht und zwar mit folgendem Ergebnis: ‘ 
ecm CQ,. 
1 frische Hefe. 2 Glucose. = 5,0 u 
Stunden id e Pu = ° d 
ohne Zasatz 5 eem n 1°/yige Phenollésung . 
1 17 oo 4 , 
2 46 | 9 on 
3 60 | 13 : 
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cem COQ,. 
0,25 g frische Hefe. 2g Glucose. py = 5,0 
Stunden me , — 
ohne Zusatz '5cem 1°/,ige Phenollésung 
a 7 as oe a pn = 
1 4 0,8 
2 9 1,4 
3 13 | 2,5 





Der Vergleich der mit Trockenhefe und mit frischer Hefe 
' erhaltenen Ergebnisse zeigt also deutlich, daB die Empfindlich- 
 keit der Trockenhefe fiir Phenol geringer ist als diejenige der 
frischen Hefe. Bei der Beurteilung dieses Resultates ist zu 
 beriicksichtigen, daB die Permeabilitat der auferen Schicht in 
| der Trockenhefe wohl nicht kleiner sein kann als in der 
| frischen Hefe; auch kann ein Unterschied in der Verteilung 
des Phenols zwischen Zellen und Lésung kaum zu einer 
hdheren Giftkonzentration in der Trockenhefe fihren. 

Die mit Toluol erhaltenen Zahlen geben wir hier nicht 
an, da sie das gleiche Resultat ergeben haben wie friihere 
Versuchsreihen aus diesem Laboratorium. 


ll. EinfluB einiger Salze auf die Phosphatesewirkung 
der Trockenhefe. 


Bekanntlich hat Embden}) vor einiger Zeit auBerordentlich 
interessante Versuche angestellt iiber den EinfluB von an- 
organischen Salzen auf die Bindung und Entbindung von PO, 
an und aus dem Zymophosphat (Lactacidogen) im Muskel. Der 
Vergleich der Lactacidogenbildung im Muskel und der Zymo- 
phosphathildung in der Hefe soll zwar in einem anderen 
Zusammenhang behandelt werden, hier seien aber einige Ver- 
suche mitgeteilt, welche mit dem gleichen Trockenpriparat 
unserer R-Hefe gewonnen sind. 

Wie in friiheren Versuchen, zuletzt bei denen von Euler 
und Nordlund?) wurde die freie Phosphorsiure ohne Erwirmen 
durch Magnesiamischung aus der Liésung, welche organisches 





' ') Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 273 (1924). — 
Embden, Abraham u. Lange, Diese Zs. Bd. 136, S. 308 (1924). — 
Embden u. Haymann, Diese Zs. Bd. 137, S. 154 (1924). 
*) Euler u. Nordlund, H. 116, S. 229 (1921). 
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und anorganisches Phosphat enthalt, ausgefallt und die Falling 
wurde in gewohnlicher Weise als Mg,P,O, gewogen. Zu jeder 
Probe wurden 5ccm der Reaktionslésung verwendet. Jedesm,| 
angestellte Parallelversuche zeigten eine sehr gute Uberein. 
stimmung, wie z. B. aus folgender Versuchsreihe hervorgeht, 


10g Glucose. 50cem 4°/,ige Phosphatlésung. py = 6,5. 10 cem 1°, jge 
Phenollésung. 5 g Trockenhefe. Temp. 30°. 

















mg Mg,P,O 
SR.’ A 
I | I 
Canna ! - 
0 79 | 719 
1 88 37 
2 15 
3 9 | 9 
4 6 6 
Versuch 1. 


Reaktionsmischungen bzw. NaJ, NH,F und Na,SQ, 0,3 aquivalentnorma! 
10g Glucose. 50cem 4°/,ige Phosphatlésung. py = 6,5. Temp. 30° 
10cem 1°/,ige Phenollésung. 5 g Trockenhefe. 


























Stunden ioscan ie seiicigamenauleertied ms Mg,P.0; a 
ohne Zusatz | NaJ NH,F | iNa,SO, 

0 | 83 | 88 | 81 80 

1 46 | 83 81 76 

2 8 82 82 62 

3 8 | 81 81 48 

4 T 78 80 $1 








In der Konzentration 0,3 norm. bewirken also NaJ und 
NH,F bzw. Jod-Ion und Fluor-Ion so gut wie vollstindige 
Hemmung. 

Bei der schwicheren Konzentration der Salze im Versuch ? 
tritt auch der Unterschied der Wirkung von J’ und F’ deut 
licher hervor; das Fluorid hemmt immer noch (fast) vollstindig 

Die Verkniipfung von enzymatischer Bildung des Zymo- 
phosphates mit der Girung im Sinne von Harden gebel 
obigem Resultat ein erhéhtes Interesse, und es wird nun die 
physiologisch so interessante Frage nahegelegt, ob im Muske! 
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Versuch 2. 
Reaktionsmischungen bzw. NaJ, NH,F und Na,SO, 0,1 aquivalentnormal. 


10g Glucose. 50ecm 4°/,ige Phosphatlésung. py = 6,5. Temp, 80°. 
10 cem 1°/,ige Phenollésung. 5 g Trockenhefe. 




















mg Mg,P,0, 
Stunden }--—— , 
ohne Zusatz NaJ | NH,F Na,SO, 
0 84 | 83 89 86 
40 80 88 80 
2 7 | 42 Sts 88 
4 5 | 9 | 87 | 8 





Lactacidogenbildung und Hexosespaltung stéchiometrisch 
verbunden sind. 3) 

Um im AnschluB an die Ergebnisse von Embden die 
untere Grenze des EKinflusses der Ca- und Mg-Ionen zu finden, 
wurde folgende Versuchsreihe angestellt. 


Versuch 3. 


id g Glucose, 50 cem 4°/,ige Phosphatlésung, py = 6,6. Temp. 30° 
10 cem 1°/,ige Phenollésung. 5 g Trockenhefe. 




















mg Mg,P,0,; 
St ee ee . __ 
Ohne Zusatz | 0,001 n-CaCl, | 0,0005 n-CaCl, | 0,001 n-MgCl, 
0 07 = (itsid0st—<—S~*si‘ts*‘«SO 102 
| 17 88 17 78 
2 12 12 12 11 
4 8 6 6 6 





Die Normalitiiten der Salze beziehen sich auf Aquivalente. 
lie angewandten Salzmengen liegen offenbar unterhalb der 
Wirksamkeitsgrenze. 


Ill. Kinwirkung von Alkali-Formiat auf die Garung. 
Kuler und Cassel?) hatten 1913 gefunden, da’ Zusatz 
von verhiltnismiBig kleinen Mengen gewisser organischer 


') Euler, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 85, S. 229 (1923). 
*) Euler u. Cassel, Diese Zs. Bd. 86, S. 122 (1913). 
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Alkalisalze die alkoholische Giarung beschleunigt. In Riick. 
sicht auf den von Harden und Young!) geiuBerten Hinwand. 
daB der Hefezuwachs wihrend der Girung der Grund diese; 
Aktivierung sein kénne, war eine Nachpriifung vorgenommen? 
worden, und zwar wurde das Ergebnis von Euler und Casgse| 
an Formiat durchaus bestatigt, ohne daB eine Vermehrung 
der Zellenzahl eintrat. 

Wir sind nun nochmals auf die Girungsbeschleuniguny 
zuriickgekommen, und zwar haben wir, wie schon Euler 1919 
genau darauf geachtet, daB durch den Zusatz der Alkalisalze 
die optimale Aciditiit nicht iiberschritten wird; die Aciditit 
wurde in der Reaktionsmischung elektrometrisch gemessen und 
durch Phosphat in iibereinstimmenden Grenzen, p, = 4,9—4)2 
von Anfang bis Ende des Girungsversuches, konstant gehalten, 
Die Aquivalentuormalitit des als Puffer anwesenden Phos. 
phates betrug iibrigens rund 0,3, wihrend deutliche Be. 
schleunigungen schon durch 0,01 normale Formiatlésungen 
elntreten. 

Die Zellenzihlung wurde wie friiher in der Thoma- 
Zeissschen Kammer vorgenommen. 

Aus den langen Beobachtungsreihen geben wir hier folgen- 
den Auszug, und zwar die Mittelwerte der entwickelten (0, 
bei Stundenzahl Tab. A, S. 173. 

Es bestatigt sich das Ergebnis, daB Ammoniumionen eine 
deutliche Beschleunigung hervorrufen. Wie weitere Versuche 
gezeigt haben, iibt NH, diesen KinfluB nicht nur in Gemein- 
schaft mit dem Formiation aus, sondern tritt auch in Salzen 
solcher anorganischer Anionen hervor, welche selbst nicht ver- 
zogernd wirken. 

Ferner ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen, dab 
hinsichtlich der Beschleunigung ein erheblicher Unterschied 
besteht zwischen den Salzen der Ameisensiiure und denen 
anderer bisher studierter organischer Siuren, z. B. Milchsiure: 





') Harden u. Young, Biochem. Jl. Bd. 7, 8. 630 (1918). 

*) Euler u. Hammersten, Biochem. Zs. Bd. 76, S. 314 (1916): 
Euler, Zs. techn. Biol. Bd. 7, 8. 155 (1919). Zur Kenntnis der Girungs: 
aktivatoren siehe auch Hayduck undHaehn, Biochem. Zs, 128, 568 (1922. 
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Tabelle A. 
1g frische Hefe bzw. 2g Trockenhefe. 2g Glucose. 25 °/,ige 
Phosphatlésung. py, = 4,8—4,9 (Anfang). Ges. Volumen 50 ccm. 
30°. eem CQ,. 





























Kaliumformiat 
Stunden — wa Hete 
0 (0,025 | 0,05 0,10 | 0,20 

! 44,5 | 50 51,5 55 74 
2 104,38 | 110 120,7 | 130 168 | Frische 
158,5 | 176 190,8 207,5 258 | Hefe 
3,5 190 | 207,5 226 244 293 
| 1,5 | - 8 — 7,9 
2 a a 31,5 ' 36 | Trocken- 
3 61,0 - 61,8 —~ 63,7 | Hefe 
3,5 18,5 — 75,5 - 76,0 


| g frische Hefe. 2g Glucose. 25 cem 4°/,ige Phosphatlésung. 
xes. Volumen 50 cem. 
30° eem CQ,. 

















Zusatz 
Stunden on a $$ _________-—_—___— = 
0 0,4 g Na-Formiat | 0,4 g NH,-Formiat 
| 43 56,2 64 
2 102,2 137,2 182 
3 160,7 221,0 303 
4 219 300 406 





dies laBt sich zwar aus den friitheren Arbeiten dieses Labo- 
ratoriums ersehen, ist aber nicht geniigend betont worden; die 
Wirkung der Laktate ist sehr viel schwicher als diejenige der 
Formiate. 

Herr Assistent K. Myrback hat einige Versuchsreihen 
mit der Mikrogiranordnung ausgefiihrt und uns folgende Zahlen 
zur Verfiigung gestellt}): 


‘) Bei noch héheren Formiatkoazentrationen treten, wie zu _ er- 
warten, Maxima der Beschleunigung ein, welche in Verzégerungen tiber- 
gehen. Wir verdanken die Tabelle C ebenfalls Herrn Myrb tick. 
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0,1 g frische R-Hefe, 
0,2 g Glucose, 
1,0 cem 10 %,ige Phosphatlésung 


5 eem ‘Totalvolumen. 


Tabelle B. 


Anfangs-py = 5,2. 








ere | 25 | 0,5 1,0 1,5 2,0 275 | 35 

Se ee = = = 
a 0,9 22 5,0 8,0 10,6 | 142 | 16, 
0,21 1,4 2.9 5,9 9,0 11,7 15,3 | 17,9 
0,44 1,6 3.0 5,9 8,8 1,5 | 15,0 | 179 
0,88 1,6 3,1 61 8,8 11,0 142 | 179 
22 1,6 3.0 6,1 9,0 11,5 148 | 17,4 
8,8 1,7 3,2 6,5 9,8 12,7 17,2 20,7 























Besonders wollen wir die Aufmerksamkeit darauf richten, 
daB bei unserer T'rockenhete die Beschleunigung nicht 
eintritt (siehe 'abelle A, zweiter Teil). Nimmt man an, dat 
die Trockenhefe 1m wesentlichen aus lebenden Zellen besteht, 
welche in Wasser bzw. Girlésungen wieder quellen und sich 
wieder auf den Zustand der frischen Hefe erholen, so wiirde 
man die bei der frischen Hefe auftretende Beschleunigung, 
eventuell in noch stirkerem Grad, erwarten. 

Daf in solchen Lésungen nach einiger Zeit eine starke 
Garung, derjenigen der frischen Hefe entsprechend, eintritt 
und die Hefe sich dann zum grofen Teil fortpflanzungsfihig 
erweist, ist unseres Krachtens kein Beweis, daB die Trocken- 


Tabelle C. 














_ 0,9 | 2,5 4,5 | 1,4 13,4 | 16,9 | 18,8 | 20,3 


8,8 15 | 8,4 6,1 | 10,0 18,4 | 23,6 | 26,4 | 28,2 
17,6 1,4 | 3,4 5,9 | 9,8 18,4 | 230 | 26,0 | 28,1 
35,2 1,0 | 2,6 48 | 8.3 18,0 | 24,2 | 28,0 | 30,8 
66,0 09 | 2,8 3.9 | 6,2 12,0 | 16,5 | 19,8 | 22,6 


























132,0 0,4 1,8 22 | 3,5 6,4 8,0 8,9 9,1 
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hefe der Hauptmenge nach — von einelnen Zellen oder einem 
\leinen Bruchteil muB natiirlich wegen der Inhomogenitiit 
solcher Priiparate immer abgesehen werden — regenerations- 
fihig und fortpflanzungsfahig ist. Man muB bedenken, dab 
eve Losung, welche Trockenhefe enthilt, ein ganz auBer- 
ordentlich giinstiges Medium fiir lebende Hefenzellen ist, sowohl 
durch ibren Gehalt an allen Nihrstoffen als auch an allen 
erforderlichen Wachstumstaktoren. Nach einer mit der Garungs- 
temperatur und der Zusammensetzung der Nahrlésung wechseln- 
den Anzahl von Stunden erreicht bekanntlich die Garung 
durch viele Trockenhefen die gleiche Geschwindigkeit (CO, per 
Zellenzah]) wie diejenige der frischen Hefen, weil dann die 
Anzahl der nicht lebenstihigen Zellen gegen die Anzahl der 
aus frischer Hefe entstandenen nicht mehr in Betracht kommt. 
Stellt man unter den gleichen Bedingungen wie diejenigen, 
die hier vorgelegen haben, die Fortpflanzungsgeschwindigkeit 
der Hefe fest und berechnet durch Extrapolation die Zeit, in 
welcher die Anzahl 16° Hefenzellen nicht iiberschritten ist, 


so findet man, daB -— unter den hier benutzten Versuchs- 
bedingungen —- diese Zellenzahl in den hier untersuchten 


5 Stunden der Giirung durch Trockenhefe noch nicht erreicht 
ist’ Wir kommen hierauf in Zusammenharg mit neuen Ver- 
suchen bald zuriick; arbeitet man namlich bei noch etwas 
hdherer T’emperatur als es bei unseren Versuchen (30°) geschah, 
so findet man fiir jede Hefe eine Temperatur, bei welcher die 
(Girung noch stark, das Wachstum aber bereits wesentlich 
gehemmt ist oder aufgehért hat. Unter diesen Umstinden 
wird auch die Unsicherheit in der Deutung der Versuchs- 
resultate vermieden, welche durch die Mitwirkung der ,,zyma- 
tischen* Zellen+) bei Temperaturen zwischen 10° und 30° ver- 
anlaBt wird. 

Auf die groBen Unterschiede zwischen verschieden vor- 
behandelten Trockenhefen, insbesondere auf den aus der Patent- 
literatur bekannten KintluB von Zusitzen beim Trocknen sei 
schon hier hingewiesen. 


') Euler, Zs. f. Giirungsphysiologie Bd. 5, 8S. 1 (1914). 
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Wir kommen mit einigen Worten auf die Girungs. 
beschleunigung durch Formiat zuriick. Da unter unseren Vy. 
suchsbedingungen eine Vermehrung der Zellenzahl nicht ey, 
tritt, so kénnte man in Erwagung ziehen, ob nicht etwa ei, 
Vorstufe der Zellenvermehrung, welche sich dem mikrosko. 
pischen Nachweis entzieht, erreicht ist. Den Inhalt eing 
solchen EKinwandes kénnte man etwa folgendermaBen prizi. 
sieren; 

Formiat wirkt nicht etwa katalytisch, indem es die Wirk. 
samkeit einer gewissen Zymasemenge erhodht, sondern dadureh, 
daB die Zymasemenge der Hefe vermehrt wird. Hierauf wir: 
zu erwidern, daBf eine solche Deutung der Beschleuniguy: 
mit den bis jetzt bekannten Tatsachen nicht in Widersprucl 
steht. Andererseits kann aber die gleiche Annahme auch fii 
andere Aktivatoren der Hefe gemacht werden; der Mechani. 
mus der Girung ist noch zu wenig bekannt, um entscheide 
zu kénnen, welche Teilvorginge der Girung durch die einzelne 
beschleunigenden Substanzen beeinfluBt werden. : 

Die einzige Feststellung in dieser Hinsicht ist wohl dich 
Zugehorigkeit der Co-Zymase zu dem mit der Géarung 21: 
sammenhingenden Phosphatumsatz.') 






































' Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 139, S. 15 (1924). — Myr { 
back, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1073 (1924). Es 
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Uber die Cheno-desoxy-cholsaure. 
Von 


A. Windaus, A. Bohne und E. Schwarzkopf. 





(Aus dem Allgem. Chem. Universit4tslaboratorium Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1924.) 


Wihrend in den Zellen der Wirbeltiere stets ein und 
dasselbe Cholesterin vorkommt, sind in der Gallenflissigkeit 


der héheren Tiere eine groBe Zahl verschiedener Gallensiuren 


aufgefunden worden. Die chemische Erforschung der Gallen- 


' siiuren ist nun in den letzten Jahren so weit fortgeschritten, 

| daB es nicht mehr aussichtslos erscheint, durch Ermittlung der 

4 Konstitutionsformeln den Unterschied im Bau der einzelnen 

 Gallensiuren klar zu legen und so einen Hinweis dafiir zu 
erhalten, welches die verschiedenen Wege sind, auf denen das 
Cholesterin bei den einzelnen Tierklassen zu den spezifischen 
‘Gallensiuren abgebaut wird. 


AuBer mit der Schweinegalle haben wir uns im letzten 


Jahr mit der Giinsegalle}) beschiiftigt. Uber dieses Material 
haben schon Gmelin und Tiedemann’), Marsson’), Heintz 


und Wislicenus*), sowie Otto°) gearbeitet. Heintz und 
Wislicenus haben zeigen kénnen, daB in der Ginsegalle eine 
mit Taurin gepaarte Gallensiure vorkommt, die ,’Tauro-cheno- 
cholsiure“; sie soll die Formel C,,H,,O,NS besitzen und durch 
Laugen in Taurin und Cheno-cholsiure C,,H,,.,.0, gespalten 


') Die vorliegende Untersuchung wird nach Verabredung mit Prof. 


‘Wieland schon jetzt veréffentlicht, weil sich die hier beschriebene 
Cheno-desoxy-cholsiure mit der Anthropo-desoxy-cholsiaure 
als identisch erwiesen hat. (Vgl. die in demselben Heft dieser Zs. 
Yerdffentlichte Abhandlung von Wieland u. Reverey.) 


*) Berzelius, Lehrb. d. Chemie Bd. IX, S. 297 (1840). 
*) Arch. d. Pharmacie Bd. 58, 8.188 (1849). 
*) Pogg. Ann. Bd. 108, S. 547 (1859). 
*) A. Bd. 149, 8. 185 (1869). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 12 
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werden. Weder die Tauro-chenocholsiure noch die Chenp. 
cholsiure sind in krystallisiertem Zustande gewonnen wordey. 
dagegen ist es Heintz und Wislicenus gelungen das cheyo. 
cholsaure Barium aus alkoholisch-itherischer Lisung jy 
Krystallen abzuscheiden. Weiteres iiber die Ginsegallensiiurey 
ist nicht bekannt geworden; interessant erscheint die Behauptung, 
daB die Cheno-cholsiiure 27 Kohlenstoffatome enthalten sj 
wie das Cholesterin, also 3 Kohlenstoffatome mehr als di 
Rindergallensiuren. 

Bei Wiederaufnahme der Untersuchung haben wir ay 
der verseiften Gallenfliissigkeit der Gans ein krystallisiertes 
Natriumsalz, ein krystallisiertes Bariumsalz und eine spezifische 
Gallensiure erhalten, die nur 24 Kohlenstoffatome enthilt uni 
die Formel C,,H,,O, besitzt. Sie soll Cheno-desoxy-chol. 
siure heiBen. Wahrend vor allem das Bariumsalz prachtvoll 
krystallisiert, ist die Cheno-desoxy-cholséure nur schwierig zu 
Krystallisation zu bringen und scheidet sich aus Hssigester in 
gequollenen, opaleszierenden Sphirolithen ab, die aus feinen, F 
weichen Nadeln zusammengesetzt sind und beim Trocknen f 
zusammenschrumpfen. Die Cheno-desoxy-cholsiure ist die in 
der Ginsegalle in tiberwiegender Menge vorhandene Gallen: 
siure. In den Mutterlaugen des cheno-desoxy-cholsauren Barium F 
sind noch geringe Mengen anderer Gallensiiuren vorhanden. [ 

Bei vorsichtiger Oxydation der Cheno-desoxy-cholsiure mit f 
Chromsiureanhydrid erhilt man die Cheno-dehydro-desoxy-chol- f 
siure C,,H,,0,, die in prichtigen Schuppen krystallisiert uni f 
nach vorherigem schwachen Sintern bei 153° schmilzt. De 
Methyl- und Athylester der Siure krystallisiert ausgezeichnet 

Die Reduktion der Cheno-dehydro-desoxy-cholsiure nach f 














Clemmensen liefert in glatter Reaktion Wielands Chola} 


siure. Die Génsegallensiiure gehért also in die Gruppe de 
.Oxy-cholansiuren* und nicht in die Gruppe der Oxy-hyo- 


cholansiuren. Bei der Oxydation der Cheno-dehydro-desox\-} — 


cholsiure mit Kaliumpermanganat erhilt man eine Cheno-} 
desoxy-biliansiure, aber vorliufig in sehr schlechter Aus 
beute. Auch bei der Oxydation der Cheno-dehydro-desox:- | 
cholsiure mit heiBer Chromsiiurelésung erhalt man in geringe! 
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Ausbeute dieselbe dreibasische Ketosiiure. Sie ist isomer mit 
der Desoxy-biliansiure und der Desoxy-isobiliansiure und lift 
sich mit Diazomethan in einen schén krystallisierten Trimethy]- 
ester iiberfiihren. Im Gegensatz zur Desoxy-biliansiure 
jaBt sie sich nach Clemmensen sehr leicht reduzieren und 
liefert dabei in sehr guter Ausbeute die Litho-biliansiure. 

Aus unseren Untersuchungen ziehen wir bisher die folgenden 
Schliisse: Die spez. Gansegallensiure hat die Formel C,,H,,0, 
und ist ein Isomeres der Desoxy-cholsiure des Rindes; sie 
enthilt das Kohlenstoffskelett der Cholansiiure, dasselbe, das 
bisher in allen Gallensiituren auBer denen des Schweines aut- 
gefunden worden ist; die eine Hydroxylgruppe der Cheno- 
desoxy-cholsiure steht im Ringe I, wahrscheinlich am Kohlen- 
stoflatom 3 wie in der Lithocholsiure, médglich ist noch die 
Stellung am Kohlenstoffatom 2, ausgeschlossen die am Kohlen- 
stoffatom 4. Die zweite Hydroxylgruppe steht bestimmt nicht 
am Kohlenstoffatom 7 wie in der Desoxy-cholsiiure, vielleicht 
befindet sie sich im Ring III in der Stellung 13.*) 


Beschreibung der Versuche. 

Etwa 250 ¢ der eingedickten, ,,schleimfreien“ Girsegalle *) 
wurden in 1 Liter Wasser gelist und mit 100 g Kalium- 
hydroxyd im Autoklaven 10 Stunden auf 130—140° erhitzt 
Das Reaktionsprodukt wurde mit der doppelten Menge Wasser 
verdiinnt, und die Liésung mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert; 
hierbei schieden sich die Siuren als gelbbraune, salbenartige 
Massen ab. Ausbeute 210 g. Dieses Rohprodukt wurde nach 
dem Durchkneten mit kaltem Wasser in 400 ccm Alkohol 
gelést, die Lisung mit 100 ccm Wasser versetzt und zur Ent- 
fernung der Fettsiiuren 5 mal mit je 500 ccm niedrig siedendem 
Petroliither ausgeschiittelt. Nach dem Abdestillieren des 
Alkohols wurden 150g des so gewonnenen und getrockneten 
Materials in 300 com 96°/,igem Alkohol gelést und mit einer 

ry Uber die Bezitferung s. Wieland und Fukelman, diese Zs. 130, 
145 (1928). 

*) Die Chemische Fabrik J. D. Riedel A. G. in Berlin-Britz hat 


uns das Ausgangsmaterial zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an 


cieser Stelle unseren verbindlichen Dank aussprechen. 


12* 
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Lésung von 30 g Natrium in 400 ccm 96°/,igem Alkohol 
2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Beim EKindampfen dey 
Lésung auf etwa 200 ccm erstarrte sie zu einem dicken Krystail. 
brei, der heiB abgesaugt und mit kaltem absoluten Alkoho| 
gvewaschen wurde. Die Ausbeute an weifem, krystallisierte; 
Natriumsalz betrug etwa 50 g. 

Kine Loésung von 50 g krystallisiertem Natriumsalz. iy 
200 ccm 65°/,igem Alkohol wurde mit einer Liésung von 15, 
krystallisiertem Bariumchlorid in 100 ccm Wasser vermisch: 
und das Ganze auf dem Wasserbad langsam eingedampft, bis 
das Bariumsalz der Cheno-desoxy-cholsiiure in langen Nadeln 
auszukrystallisieren begann; nach dem Erkalten wurde es ab. 
gesaugt, mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute 
40 g. Zur Analyse wurde es noch 4mal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. 

0,2196 g Substanz gaben 0,0544 g BaSQ,. 


0,1826¢ ,, »  0,4196 g CO,, 0,1436 g HO. 
(C.,H;,0,),Ba Ber. Ba 14,85°/, C 62,62°/, H 8,54°/, 
Gef. ,, 14,85 > 62,69 » 8,80 


Cheno-desoxy-cholsiure. 


Reines cheno-desoxy-cholsaures Barium wurde durch Er- 
wirmen mit tberschiissiger Sodalésung in das Natriumsalz 
verwandelt und dieses mit kalter verdiinnter Salzsiure zerlegi. 
Die gebildete Cheno-desoxy-cholsiure fiel in Form weiber 
Flocken aus, die abgesaugt und griindlich mit Wasser ge- 
waschen wurden. Sie sind unldéslich in Petrolither, léslich in 
Ather und Kssigester, leicht léslich in Alkohol, Aceton und 
Kisessig. Aus einer 10°/,igen Essigesterlésung scheidet sich 
die Saiure in eigenartigen, gequollenen opaleszierenden Drusen 
aus, die beim Liegen an der Luft zusammenschrumpfen. Nach 
dem Trocknen im Vakuum bei 100° schmelzen sie bei 140° 
und liefern die folgenden Analysenzahlen: 

0,3479 g Substanz gaben 1,0192 g CO,, 0,3479 g H,O. 

C.,Hy 9, Ber. C 73,41°/, H 10,27°/, 
Gef. ,, 73,17 yy 10,24 
0,1963 g Substanz verbrauchten 4,9 ccm 0,1057 n-Kalilauge. 
Aquivalentgewicht C,,H, 0, (einbasisch) Ber. 392 Gef. 37%. 
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Den Methylester der Séure haben wir noch nicht krystalli- 
ert erhalten, dagegen krystallisiert das Acetyl-derivat, das 
wir mit Pyridin und Hssigsiiureanhydrid dargestellt, aber noch 
nicht niiher untersucht haben. 


Cheno-dehydro-desoxy-cholsiure. 

5 g cheno-desoxy-cholsaures Barium wurden in 100 ccm 
Hisessig gelést, und die Lésung bei Zimmertemperatur tropfen- 
weise mit einer Lésung von 5 g Chromsiureanhydrid in 100 ccm 
2n-Schwefelsiure versetzt. Nach 60 Minuten wurden weitere 
100 cem 2n-Schwefelsiiure und schlieBlich 100 com Wasser 
zugegeben. Hierbei fiel das Oxydationsprodukt fein krystallin 
aus und wurde nach einigem Stehen abgesaugt, ausgewaschen 
und aus Essigsiure umkrystallisiert. Hierbei schied sich die 
Diketosiiure in glinzenden Flittern ab, die auch aus Alkohol— 
Wasser oder Ather—Petrolither umkrystallisiert werden kénnen. 
Der Schmelzpunkt der Siiure ist nicht ganz scharf, sie schmilzt 
nach schwachem Sintern bei 153°. 

0,1384 g Substanz gaben 0,3748 g CO,, 0,1156 g H,O. 


3,633 mg 7 » 9,873 mg CO,, 3,174 mg H,O. 
C.,H,.0, Ber. © 74,10,  H 9,349, 
Gef. ,, 73,86 1» 9,35 
» 14,14 1» 9,76 


Cheno-dehydro-desoxy-cholsiure-methylester. 

Der auf die iibliche Weise mit Diazomethan bereitete, 
gut krystallisierende Methylester beginnt bei 155° zu sintern 
und ist bei 161—162° geschmolzen. Beim raschen Destillieren 
im Hochvakuum geht er unveriindert iiber'), beim Verseifen 
mit alkoholischem Kali liefert er die Diketos’iure vom Schmelz- 
punkt 153° zuriick. 


') Bei einer sehr langsam verlaufenden Destillation erhielten wir 
ein in prachtvollen Blittchea krystallisierendes Destillationsprodukt, das 
bereits bei 105° schmolz; auf Grund der Analyse besitat es dieselbe 
Ausammensetzung wie das Ausgangsmaterial: 

3,022 mg Substanz gaben 8,250 mg CO,, 2,616 mg H,0. 

Colin, Ber. C 74,58°/, H 9,52°/, 
Gef. ,, 74,49 » 9,69 
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0,1007 g Substanz gaben 0,2747 g CO,, 0,0866 g H,O. 
C0, Ber. C 74,58°/, H 9,52°/, 
Gef. ,, 74,42 9,62 


Cheno-debhydro-desoxy-cholsiure-ithylester. 


Der mit Athylalkohol und einigen Tropfen konzentrierte; 
Schwefelsiiure bereitete Athylester bildet prachtvolle, lange 
Krystallnadeln, die beim Trocknen an der Luft verwittern, 
Mehrfach aus Methylalkohol oder Ather umkrystallisiert, schmilzi 
der Ester bei 133° Die aus dem scharf schmelzenden Ester 
durch alkalische Verseifung zuriickgewonnene Diketosiure 
schmilzt nach vorherigem schwachen Sintern bei 153°. 

2,893 mg Substanz gaben 7,950 mg CO,, 2,541 mg H,O. 

CygH oO, Ber. C 74,95°/, H 9,68°/, 
Gef. ,, 74,97 » 9,82 


Clemmensen-Reduktion der 
Cheno-dehydro-desoxy-cholsaure zu Cholansiure. 


Hine Lésung von 1 g Diketosiure in 50 ccm Eisessig wurde 
auf 10 g amalgamiertes Zink gegossen, zum lebhaften Sieden 
erhitzt und allmihlich mit einem Gemisch von 50 ccm konzen- 
trierter Salzsiure und 50 ccm Kisessig versetzt. Nach 10stiin- 
digem Sieden wurde das Reduktionsprodukt mit viel Wasser 
ausgefallt; es schied sich zuniichst ein Ol ab, das iiber Nacht 
krystallin erstarrte. Die Krystalle wurden nach dem Aus- 
waschen und Trocknen in Athylalkohol gelést und mit ein 
paar Tropfen konzentrierter Schwefelsiure kurze Zeit erhitzt. 
Nach einigem Stehen schieden sich lange Nadeln ab, die bereits 
nach einmaligem Umlésen den Schmelzpunkt des reinen Cholan- 
siiure-iithylesters (93°) zeigten und mit Cholansiure-iathylester 
aus Rindergalle keine Schmelzpunktsdepression ergaben. 

2,804 mg Substanz gaben 2,863 mg H,O, 8,248 mg COQ,. 

C,H 02 Ber. C€ 80,37°/, H 11,42°/, 
Gef. ,, 80,25 » 11,43 

Auch aus der Cheno-choladiensiure, die bei der 
Destillation der Cheno-desoxy-cholsiiure entsteht, haben wir 
bei der katalytischen Hydrierung Cholansiure erhalten. Indessen 
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halten wir auf Grund unserer Erfahrungen bei der Hyodesoxy- 
cholsiure die Reduktion nach Clemmensen bei Konstitutions- 
ermittlungen fiir beweiskriftiger. 


Cheno-desoxy-biliansiure. 


Kine Lisung von 3 g Cheno-dehydro-desoxy-cholsiure in 
50 com Hisessig wurde mit einer Lésung von 3 g Chromsiure- 
anhydrid in 5cem Wasser vermischt und das Ganze 90 Minuten 
auf dem Wasserbad auf 75° C erwarmt. Dann wurde mit 
Kalilauge schwach alkalisch gemacht und so lange erwirmt, 
his das gesamte Chromhydroxyd ausgefallt war; vom Chrom- 
hydroxyd wurde abfiltriert, das Filtrat angesiuert und aus- 
geithert. Der Ather wurde abdestilliert und der Riickstand 
im Vakuum zur Trockne gebracht. Nach dem Wiederaufnehmen 
in Ather schieden sich auf Zusatz von Petrolither langsam 
Krystalle ab, die jetzt in Ather sehr schwer ldslich waren und 
aus Alkohol—Wasser umkrystallisiert bei 230° schmolzen. Die 
Cheno-desoxy-biliansiure ist in sehr viel Wasser léslich; diese 
Kigenschaft benutzten wir zur Reinigung des Rohproduktes, 
das nur schwer krystallisiert zu erhalten ist. Die Ausbeute 
konnte noch nicht tiber 10°/, gesteigert werden. 
2.978 mg Substanz gaben 2,258 mg H.O, 7,180 mg CO,. 
C.,H,,0, Ber. C 66,01, H 8,31%, 
Gef. ,, 65,79 » 8,48 


Cheno-desoxy-biliansiure-trimethylester. }) 


Der auf die gewohnliche Art mit Diazomethan bereitete Tri- 
methylester der Ketotricarbonsaure bildet groBe Blattchen, die aus 
Methylalkohol—Wasserzusatz umkrystallisiert, bei 92° schmelzen; 
im Hochvakuum siedet der Ester unzersetzt. 

2,812 mg Substanz gaben 7,002 mg CO,, 2,236 mg H,O. 

C,,H,,0; Ber. C 67,74°%/, H 8,85°, 
Gef. ,, 67,94 » 8,90 


') Als Vergleichspriiparat stellten wir den in der Literatur noch nicht 
angegebenen Trimethylester der Iso-desoxy-biliansiure her. Er krystal- 
lisiert in groBen, unregelmiBigen Blittehen und schmilzt bei 136—137° 

3,024 mg Substanz gaben 7,525 mg CO,, 2,407 mg H,O. 

C,,Hy.O; Ber. C 67,749,  H 8,85°%, 
Gef. ,, 67,89 » 8,91 
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Auch bei der Oxydation der Cheno-dehydro-desoxy-cho). 
siure mit Kaliumpermanganat erhielten wir die Cheno-desoxy. 
biliansdéure, aber leider bisher nur in geringer Ausbeute. 


Clemmensen-Reduktion der 
Cheno-desoxy-biliansiure zu Litho-biliansdure. 


Eine Lésung von 0,5 g Ketotricarbonsiure in 50 ccm Kis. 
essig wurde auf 5g amalgamiertes Zink gegossen und das 
Ganze zu lebhaftem Sieden erhitzt, wobei nach und nach ei 
Gemisch von 50 ccm konzentrierte Salzsiiure mit 50 ccm Kis. 
essig hinzugegeben wurde. Nach 8 stiindigem Erhitzen wurde 
die Reaktion unterbrochen, beim Erkalten schied sich das 
Reduktionsprodukt in schénen Krystallen ab, die abgesaugt 
und aus Hisessig umkrystallisiert wurden. Nach mehrmaligem 
Umlésen wurde der Schmelzpunkt der Lithobiliansiure (Schmelz- 
punkt 279°) erhalten. Ausbeute 0,4 g. 

3,120 mg Substanz gaben 2,589 mg H,O, 7,820 mg COQ,. 

C.,H;,0, Ber. C 68,20%,  H 9,079%, 
Gef, ,, 68,37 9 9,28 


Lithobiliansiure-tri-methylester. 


Kine kleine Menge der erhaltenen Lithobiliansiiure wurde 
mit Diazomethan verestert, der Ester schmolz bei 112° und 
gab mit Litho-biliansdéure-trimethylester aus Rindergalle keine 
Schmelzpunktsdepression. 


Brenz-litho-biliansaéure aus Ginsegalle. 


100 mg Litho-biliansiure wurden in eine kleine Retorte 
gefiillt und innerhalb +/, Stunde bei 0,4mm Druck und 260° C 
iiberdestilliert. Das Destillat erstarrte sofort in schénen langen 
Nadeln, die aus Eisessig unter Zusatz von sehr wenig Wasser 
umkrystallisiert wurden. Die Saure schmolz nach mehrfachem 
Umkrystallisieren bei 201°, mit Brenz-litho-biliansiiure aus 
Rindergalle gab sie keine Schmelzpunktsdepression. 

2,839 mg Substanz gaben 7,976 mg CO,, 2,595 mg H,O. 

Cy3H 560, Ber. C 76,60°/, H 10,07°/, 
Gef. ,, 76,65 » 10,28 
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Methylester der Brenz-litho-biliansaure’) 
aus Ginsegalle. 


Eine kleine Menge Brenz-litho-biliansiure wurde in der 


ablichen Weise mit Diazomethan verestert. Der aus Methy]l- 
' alkohol-Wasser umkrystallisierte Ester bildete schillernde 
 Blittchen, die bei 96—97° schmolzen. Mit dem aus Rinder- 
; galle erhaltenen Ester gaben sie keine Schmelzpunktsdepression. 


2.868 mg Substanz gaben 8,105 mg CO,, 2,719 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 76,95°/, H 10,47°/, 
Gef. ,, 77,09 5, 10,60 


ee 


!) Als Vergleichspriparat stellten wir den Methylester der Brenz- 


' jitho-biliansiiure aus Rindergallensiiure her. Der mit Diazomethan ge- 


wonnene Ester schmolz bei 97° und hatte die gleiche Krystallform wie 


der Ester aus Giinsegalle. 


2,170 mg Substanz gaben 7,820 mg COQ,, 2,637 mg H,0. 
Gef. ,, 77,01 10,65 











Untersuchungen tiber die Gallensiuren. 
XXI. Mitteilung. 
Zur Kenntnis der menschlichen Galle. 1. 
Von 
Heinrich Wieland und Gustav Reverey. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1924.) 


Wiahrend die Rindergalle wegen ihrer leichten Zuginglich. 
keit sehr ausfiihrlich untersucht ist, hat die Galle des Menschen, 


speziell von chemischer Seite, verhaltnismiBig wenig Bearbeitung ) 


gefunden. Von historischen Daten sind anzufiihren die quali- 
tative Feststellung, da Cholsiure und Desoxycholsiure (als 


Choleinsiiure) in ihr enthalten sind und zwar offenbar in ge- [ 
paarter Form und die dltere, von Lassar-Cohn bestiitigte F . 
Untersuchung von Schotten”), nach der eine neuartige, Fellin- } 
siure genannte Siure C,,H,,O, oder C,,H,.O, (Lassar-Cohn?® 5 


23° 38 ~ 4 
sich in ihr finden soll. Diese Siure fristet in der Sammel- 


literatur jahrzehntelang ein mit Fragezeichen versehenes Dasein, 


nachdem vor allem Orum®*) aus dem Hammarstenschen In- 
stitut und dann auch spiatere Bearbeiter sie nicht mehr in die 
Hinde bekommen haben. 

Kine vor 3 Jahren mit Frl. Dr. A. Rosin begonnene ein- 
gehende Untersuchung iiber die Zusammensetzung der mensch: 
lichen Galle, die aus iuBeren Griinden unterbrochen werden 
muBte, ist gemeinsam mit Dr. Reverey, mit dem vorliufigen 





1) Diese Zs. Bd. 10, 8. 175 (1886); Bd. 11, S. 268 (1887). 
2) Diese Zs. Bd. 19, S. 563 (1894). 
’) Skand. Arch. Physiol. Bd. 16, S. 273 (1904). 
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| Yiel der Gallensiuren, fortgesetzt worden. Ohne die tatkriiftige 
| Férderung durch Zuwendung von Leichengalle, fiir die wir vor 


allem den Herren W. Hueck-Leipzig und A. Haberda, 
R. Maresch und E. Fromm in Wien gréBten Dank schulden, 
wiren die Ergebnisse, tiber die wir nachstehend berichten 
wollen, nicht zu erreichen gewesen. 

Mit Hilfe einer Trennungsmethode, die wir weiter unten 
beschreiben, kénnen wir die Siuren der menschlichen Blasen- 
calle ziemlich gut zerlegen und finden in allen Materialien, 
die uns zur Verfiigung stehen, nach der Verseifung mit Lauge 
neben Cholsiiure C,,H,,O, und Desoxycholsiure C,,H,,O, eine 
neue, mit dieser isomere Saiure C,,H,,O,, die wir als An- 
thropo-desoxycholsiure bezeichnen. Ihre Menge ist be- 
deutend; sie steht um nicht viel hinter der Desoxycholsiiure 
guriick, und auch diese ist im Verhaltnis zur Cholsiure weit 
stiirker an der Zusammensetzung der Menschengalle beteiligt, 


als dies bei der Rindergalle der Fall ist. Hier ist das Ver- 
 hiiltnis der Desoxycholsiure zur Cholsiure etwa 1:8, beim 


Menschen dagegen 1:3 oder noch grdéBer. 
Unser Befund bedeutet kein Wiederaufleben der Fellin- 


' siure Schottens. Zweifellos hat dieser Autor, wie auch 


Lassar-Cohn, nur unreine Choleinsiure (Desoxycholsiure 


| + Fettsiure) in Hianden gehabt. DaB die Anthropo-desoxy- 
‘|  cholsiure bisher verborgen blieb, fiihren wir auf die auBer- 

ordentliche Schwierigkeit der gegenseitigen Abtrennung der 
 einzelnen Gallensiuren yvoneinander zuriick, die sich in ihren 


Lislichkeitsverhiltnissen, als freie Sauren wie als Salze un- 
gemein stark beeinflussen. Auf Grund des Choleinsiureprinzips 
ist namentlich die Scheidung von Desoxycholsiure und An- 


_ thropo-desoxycholsiiure aufs héchste erschwert. Der eine von 
uns hat schon im Jahr 1916 die neue Saure in geringer Menge 
_ aus’Rindergalle isoliert}), aber erst ihr ausgiebiges Vorkommen 
in der Galle des Menschen hat uns mit der reinen Substanz 
_ bekannt gemacht. 


) Dariiber hat in letzter Zeit Herr G. zum Tobel erfolgreich weiter 


- gearbeitet. 
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Anthropo-desoxycholsiure bildet mit Alkalien und Bary, : 
prichtig krystallisierte Salze, die mit den entsprechenden De. 
oxycholaten isomorph zu sein scheinen. Die freie Siiure zen f | 
sehr merkwiirdige Krystallisationsverhiiltnisse. Sie erschej: 
aus Essigester oder Ather in weichen, biegsamen, meist wf 
deutlichen Krystallen von gallertartiger Beschaffenheit. Bg f- 
langsamem Wachstum sind die Grenzflichen deutlich x : 
erkennen und wir haben in einigen Fillen auch gut an.§ 
gebildete, normale Krystalle erhalten. : 

AuBer diesem héchst charakteristischen iuBeren Habity § 
bildet ein scharfes Erkennungsmittel fiir die neue Siiure ih: f 
intensive Farkreaktion mit Essigsiiureanhydrid—Schwefelsiur, | 
durch die sie von den Begleitsiiuren leicht zu unterscheiden is, F 

Anthropo-desoxycholsiure ist eine Dioxy-cholansiure wif 
von der Desoxycholsiure nur durch die Stellung einer ode f 
beider OH-Gruppen unterschieden. Wir haben sie durch 
thermische Abspaltung von 2 Molekiilen Wasser iiber ein} 
neue Choladiensiure durch katalytische Hydrierung in Cholan-f 3 
siure O,,H,,0, iibergefiihrt. Auch die schén krystallisierte > 
Dehydrosiure C,,H,,0, hat sich durch Reduktion mit amal-F 
gamiertem Zink und Salzsiure (nach Clemmensen) besonden f 
glatt in diese Stammsiure umwandeln lassen. é 

Zum Nachweis hat sich ferner sehr geeignet erwiesen dic F 
schwer lésliche und gut krystallisierte Diformylverbindung. ff — 

Die beiden OH-Gruppen der Anthropo-desoxycholsiu: § — 
befinden sich an Stellen im Molekiil, an denen Reaktione: | 
besonders leicht einsetzen. So wird die Dehydrosiure (Diketo- 
cholansiiure) schon durch katalytische Hydrierung mit Palla f 
diumschwarz an beiden CO-Gruppen reduziert. Wir erhalte f — 
die reine Anthropo-desoxycholsiure zuriick, eine Reaktion, die F- 
bei keiner anderen Dehydrosiiure der Gruppe gelingt. Es ist fF - 
sonst stets nur die Carbonylgruppe in Ring I (an C,), die in dieser J 
Weise hydriert werden kann (Reduktocholsiure C,,H,,0, aus [ 
Dehydrocholsiiure C,,H,,0.). Ferner erhilt man bei der Re- 
duktion nach Clemmensen unter Bedingungen, die im Falle | — 
der Dehydro-chol- und -desoxycholsiure nur eine CO-Gruppe 
wegschafien, sofort Cholansiiure. Deshalb glauben wir, obve | 



























ist, 


und 

der 

rch 
f Chloroform konserviert. Der Inhalt der Gallenblasen wurde 
in Literflaschen aufgefangen, die vorher mit 50 ccm des Kon- 
' servierungsmittels beschickt waren. Da die Galle in der Leiche 
--anscheinend vom Darm her infiziert, die fortschreitende bak- 
 terielle Zersetzung aber weder durch Toluol noch durch Chloro- 
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er weiteren Konstitutionsermittlung damit vorzugreifen, daB zwar 
eine der beiden OH-Gruppen gleichartig gestellt ist, wie in der 
' Cholsiure und der Desoxycholsiure, niimlich in C, am Ring I, daB 
a. aber die zweite einen andern Platz einnimmt. (Auf die Cholsiure 
pezogen kime nur noch C,, in Betracht, da von den drei még- 
| Jichen hierher gehérigen Dioxycholansiiuren die Desoxycholsaure 
7 {3,7 -| und die synthetisch erhaltene 7,13-Siure’) bekannt sind.) 


Uberraschenderweise hat sich ergeben, daB die neuerdings 


'vyon Windaus rein dargestellte und untersuchte Siure der 
| Ginsegalle, die Cheno-desoxycholsiure mit Anthropo- 
| desoxycholsiure identisch ist (vgl. die in diesem Heft 
| gleichzeitig ver6ffentlichte Abhandlung von Windaus, Bohne 
ou. Schwarzkopf). 


Die Verarbeitung der Leichengalle. 


Das Material, das wir erhielten, war mit Toluol oder 


form verhindert wird, konnten wir in keinem Fall mit normaler 


-Menschengalle rechnen. Der Eintritt von Fiiulnisprozessen 


war in mehr oder minder hohem Ma8& am Geruch der Gallen 


‘zu erkennen. Wir muBten daher auch bald von unseren Be- 
- miihungen, die Zusammensetzung der normalen Galle an diesem 

Material zu erforschen, Abstand nehmen. Vor allem sagt unser 

Befund, daB die Gallensiiuren zum gro8en Teil — etwa zur 
| Halfte — in ungepaartem Zustand vorliegen, iiber die wichtige 
Frage, ob dies auch fiir die natiirliche Galle gilt, nichts ent- 
scheidendes aus, da die Zerlegung der gepaarten Gallensiuren 
‘| durch Bakterien mit gro8er Leichtigkeit erfolgt. 


In den zur Untersuchung gelangenden Gallengemischen 


_war fast ohne Ausnahme ein gelber voluminéser Niederschlag 
“Suspendiert, der nach dem Abzentrifugieren und Auswaschen 





') XVII. Mitteilung. Diese Zs. Bd. 130, S. 326 (1923), 
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als ein Gemenge von viel Bilirubincalcium, gallensaure, : 
Kalksalzen, Kalkseifen und Cholesterin erkannt wurde, [ 


Wir kénnen bis jetzt iiber den Zustand der Gallenbestand. 
teile in der unverseiften Leichengalle noch nichts neues sage, 
obwohl wir, zum Teil mit Herrn R. Jacobi, eingehend dariibe; 


gearbeitet haben. In der Untersuchung, die der vorliegende, 


Mitteilung zugrunde liegt, wurde die durch 10-proc. Atzkalj 
(100 g KOH auf 1 Liter Galle) unter 12 stiindigem Kochen zer. 
legte Galle bearbeitet. Die kalte Loésung wird mit etwa 


7 n-Schwefelsiiure unter kriftigem Umriihren gerade kongosauer f 
gemacht. Man lift 12 Stunden absitzen, gieBt die klare, hell- 
braune Salzlésung ab und knetet den weichen Kuchen, der in | 
der Hauptsache aus Gallensiuren, Gallenfarbstoff, Fettsiuren } 


und Cholesterin besteht, mehrfach mit frischem kalten Wasser 
durch. 


Der Nachweis von Bernsteinsiiure in der 
Menschengalle. 


Die schwach saure, vollkommen klare wiBrige Lésung wird anf 


etwa }/, Liter eingeengt und dann im Hagemannschen Extraktions- 
apparat erschépfend mit Ather extrahiert. Der durch Abdampfen von 
der Hauptmenge des Athers befreite Extrakt wird im Schiitteltrichter 
mit nach und nach zugesetzter n/5-Natronlauge ausgeschiittelt. Die 
Ausziige werden so lange vereinigt, bis eine Probe beim Ansiuern eine 
Fallung gibt (geringe Mengen von Gallensauren). Jetzt werden diese 
Ausziige wieder mit Schwefelsiiure deutlich kongosauer gemacht und 
erneut mit Ather extrahiert. Nach dem Absieden des Athers bleibt ein 
braungefirbter 6liger Riickstand, der bald krystallinisch erstarrt. Nach 
1-tigigem Stehen im Vakuum wird scharf abgesaugt. Die Untersuchung 
der fliissigen Siiure, aus der die Bernsteinsiure auskrystallisiert, ist noch 
nicht abgeschlossen. Die Krystalle werden mit kaltem Ather vorsichtig 
gewaschen und dann aus Wasser umkrystallisiert. 


Bei spiiteren Versuchen wurde der Atherextrakt einfach 
eingedampft und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. 
Schmelzpunkt 185° Krystallform die der Bernsteinsiure. 
Analyse (W. Hermsen): 
6,705 mg Substanz gaben 10,016 mg CO, und 3,090 mg H,0O. 
C,H,O, (118) Ber. C 40,67 9/9 H 5,089/, 
Gef. ,, 40,75 9 5,16 
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0,1074 g u. 0,1032 g Substanz brauchten 17,5 u. 16,9 cem n/10-NaOH 
Aquivalent 61, 62, statt ber. 59. 

Die Bernsteinsiiure ist bisher, soweit wir sehen, in tieri- 
schen Sekreten noch nicht gefunden worden. Nur im Muskel- 
fleisch vom Rind hat sie Kinbeck') vor mehreren Jahren 
angetroffen. Bei der Méglichkeit, daB sie ein Zwischenprodukt 


des oxydativen Abbaus der Kohlehydrate und Fettsiuren dar- 
“stellt, ist ihr Vorkommen in der menschlichen Galle recht 


bemerkenswert. Wir haben sie aus 6 Leichengallenmischungen 
und zwar jeweils in ziemlich gleicher Menge isoliert. 1 Liter 
lieferte 0,5 g reiner krystallisierter Siure. Wir greifen kaum 
m hoch, wenn wir den Gehalt der menschlichen Galle an 
Bernsteinsiure auf das 1'/, fache ansetzen, da in dem erwihnten 
dligen Filtrat noch erhebliche Mengen davon enthalten sind. 


Die Trennung der in Wasser unléslichen Gallen- 
bestandteile. 


Die sauberste Scheidung ]4Bt sich auf Grund zahlreicher 
Versuche wie folgt bewirken. 

Der ausgewaschene Harzkuchen wird in der nétigen Menge 
verdiinnten Ammoniaks warm in Lésung gebracht. Die erkaltete 
Lisung bringt man in den Stutzen des Extraktionsapparates, 


_ macht unter Umriihren mit verdiinnter Schwefelsiure gerade 


congosauer und extrahiert die entstandene Suspension 1 Tag 
lang mit Ather. Der im Extraktionsstutzen ungelést gebliebene 


-Riickstand (in der Hauptmenge Biliverdin) wird mit verdiinntem 


Ammoniak in Liésung gebracht, der geléste Ather wird auf dem 
Wasserbad beseitigt; dann wird die erkaltete tief braungriine 


_ Lésung erneut mit verdiinnter Schwefelsiiture im Apparat aus- 


gefillt und nochmals 1 Tag mit Ather extrahiert. Der noch 
ungeliste Riickstand ist fast reines Biliverdin. Es wird 
wiederum aus verdiinntem Ammoniak umgefillt. Der flockig 
ansgeschiedene Niederschlag wird nach dem Absaugen und 
Auswaschen im Vakuum scharf getrocknet und, fein gepulvert, 


zur restlosen Entfernung von Gallensiuren liingere Zeit (etwa 


12 Stunden) aus der Hise mit Ather extrahiert. In der Hiilse 


') Diese Zs. Bd. 84, S. 145 (1918). 
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bleibt jetzt so gut wie reines Biliverdin, was durch eine Stick. > ; 


stoffbestimmung (R. Jacobi) kontrolliert wurde. 
0,2562 g Substanz gaben 20,6 eem N (22,5°, 741 mm). 
C,;H,,0,N, (nach H. Fischer) Ber. N 9,08 Gef. N 8,92 


Das Biliverdin wird schon bei der alkalischen Spaltun:f 


der Galle aus dem primar vorhandenen Bilirubin durch Av. 


oxydation gebildet. Der normale Gallenfarbstoff ist, wie vif 
festgestellt haben, in der Hauptsache Bilirubin. Seine Meng § 


ist recht bedeutend, ungleich gréBer als der Farbstoffgehak f 
der Rindergalle, die arm daran ist. Wir fanden im Lite} 


menschlicher Galle im Durchschnitt 12—14 g analytisch reine : 
Biliverdin, ungerechnet ein kleines Quantum, das infolge deaf 
Liésungsvermégens der Gallen- und Fettsiuren bei der Ex.— 


traktion mit in den Ather geht. Beim Umfillen des Biliverdin | 
tritt in der Lisung eine kirschrote Farbung auf, die wolf 


einem noch unbekannten Gallenfarbstoff angehért. Auch saf 
erwahnt, da8 wir mehrfach einen prichtig violetten, durclf : 
Chloroform extrahierten Farbstoff antrafen, der von Friulein} — 


Dr. Rosin aus Petrolather krystallisiert erhalten worden is} 
und den wir fir Bilipurpurin halten. Er ist am besten au 
dem Kalksalzniederschlag der urspriinglichen Leichengalle um} 


isolieren. 


Um Gallenfarbstoff und Gallensiiuren voneinander zu trennen, kan > 


man auch aus der siedenden alkoholischen Lésung des Gemisches dai 
in Alkohol fast unlésliche Biliverdin-natrium mit Natriumalkoholatlésung 


ausfillen. Die gallensauren Salze bleiben dabei geldst (mit A, Rosin. | 


Die aitherléslichen Bestandteile. Aus den beidef 
Atherextrakten (von den Gesamtsiuren und vom Farbstof [ 
krystallisieren hiiufig schon Gallensiuren (Cholsiure und Cholein F 
siiure) aus, die man absaugt und mit Ather auswiischt. Die} 
vereinigten Atherlisungen (Volumen etwa 1 Liter) werden nu} 
zur Entfernung geringer Mengen von Gallenfarbstoff zweimal | 


mit je 50 ccm 5n-Salzsiiure durchgeschiittelt und mit Wasser 
gewaschen. Hierauf dampft man die Hiilfte des Athers au 


Wasserbad ab und schiittelt dann die konzentrierte, hell braun: | 
gelb gefarbte Lésung fraktioniert mit n/2-NaOQH durch. Aus} 


der Erfahrung hat sich ergeben, da8 ungefiithr 100 ccm Lauge 
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4 . 


jar Bindung der gesamten Siure aus 1 L Leichengalle nétig 
; sind. Es wird zuerst eine weitgehende Scheidung von Gallen- 
- siuren und Fetts’uren erreicht, da die letzteren wegen ihrer 
: veringeren Aciditat in den letzten Fraktionen bleiben. Da- 
‘durch wird der lésende EinfluB der beiden Komponenten auf- 
| : ‘einander aufgehoben, und die in Ather schwerlislichen Gallen- 
a ; siuren sind aus diesem Lésungsmittel in weitem Mae zur 


“Krystallisation zu bringen. In der Regel haben wir in 4 Frak- 


' tionen etwa zu 15, 20, 20, und 30—50 ccm n/2-Lauge aus- 
a geschiittelt. Die einzelnen Ausziige werden in einem zweiten 
op ‘Scheidetrichter alsbald mit frischem Ather von mitgenommener 

-Lisung befreit; die neue Atherlésung kommt zu der urspriing- 
_E lichen. Das in allen bisher verarbeiteten Gallengemischen vor- 
.f handene Phenolphthalein — das, wohl als Abfiihrmittel’ ein- 
'f genommen, anscheinend in die Galle iibergeht — zeigte das 
| (Ende der Salzbildung an. Im restlichen Ather bleibt das 
: Cholesterin. 


Zunichst werden Fraktion 2, 3 und 4 jede fir sich im 
‘Scheidetrichter unter Petrolither langsam unter kraftigem 





| Durchschiitteln mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert. Von 


2 geht wenig, von 3 mehr und von 4 fast alles in den Petrol- 
“ather, da 4 fast ausschlieBlich aus Fettsiure besteht. Die 
‘als Harze ausgefillten Gallensiiurefraktionen werden nach Ab- 
‘trennung des Petroliitherextraktes und des Wassers im selben 
‘Scheidetrichter mit heifem (zur Vertreibung des Petroliithers) 


‘f verdiinnten Ammoniak gelést, die Lésung abgekiihlt und lang- 
‘Ff sam, jede Fraktion fiir sich, unter Ather angesiiuert. Durch 


Schiitteln bringt man die ausgeschiedenen Siduren glatt in 


f “Lisung. — Fraktion 1, welche meist noch etwas Farbstoff, 
Hdagegen keine Fettsiiure enthilt, wird nur unter Ather an- 
| gesiuert. Beim Durchschiitteln geht dann die Gallensiure in 
|} Lisung, withrend ein geringer Anteil Farbstoff ungelist bleibt 
ry Fund abgetrennt werden kann. — Die so erhaltenen Ather- 
“fraktionen von 1—4 werden mit Chlorcalcium getrocknet und 
-| “bis zu einem Sirup eingeengt. Im Laufe von etwa 2 Tagen 
“hat sich aus den verschiedenen Fraktionen die Hauptmenge 





an Cholsiiure und Choleinsiiure in blendend weiBen Krystallen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 13 
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ausgeschieden und zwar erscheint die stiirker saure Cholsiiure stets 
in den ersten Fraktionen. Nach dem Absaugen und Waschey 
der Krystalle mit Ather werden die Atherlésungen, die nun 
noch hauptsiichlich Anthropo-desoxycholsiiure enthalten, ver- 
einigt. Mit dieser Atherlésung wiederholt man die fraktionierte 
Ausschiittelung mit n/2-NaOH, meist in 3 Fraktionen. Auf die 
oben beschriebene Weise erhilt man eine weitere Krystallisation 
von Cholsaiure + Choleinsiure, jedoch in weit geringerer Menge. 

In den wieder vereinigten Atherlésungen ist die neue 
Saéure angereichert, die man nun mit Hilfe ihres schin 
krystallisierten Baryumsalzes in halbwegs reiner Form 
herausholt. Es wird die Atherlésung mit verdiinnter Lauge 
ausgeschiittelt — der Ather enthilt auch diesmal noch ge- 
ringe Mengen von Cholesterin —, die wibrige Salzlésung 
wird auf dem siedenden Wasserbad vom gelisten Ather be- 
freit, dann fallt man aus der erkalteten Lisung die Siuren, 
filtriert sie ab, lést in etwa 10-proc. Ammoniak und fiallt in f ~ 
der Siedehitze mit Baryumchlorid. Auch diese Fillung mub | | 


in einzelnen Anteilen erfolgen; sie wird durch mikroskopische f 
Betrachtung der einzelnen Salzfillungen kontrolliert. Wir f - 


stellen gewohnlich vier Fallungen dar*), von denen die mitt- 
leren aus den einheitlichen langen Nadeln des Salzes der 
neuen Siiure bestehen. Das reine Salz fallt, schon ‘iuBerlich 


erkennbar, in feinen flimmernden Krystallschuppen. Die nicht [ q 
befriedigenden Fraktionen kocht man mit Soda um und unter- f ~ 


wirft die zuriickgewonnenen Siiuren von neuem der fraktionier- fF — 
ten Abscheidung mit Baryumchlorid. Alle einheitlichen Baryum- fF 


salze?) werden nun vereinigt, durch Umkochen mit Soda — | - 


das Baryumcarbonat ist durch Ansiiuern auf Abwesenheit orga- | 
nischer Siure zu untersuchen — in Lisung gebracht, durch | 





1) In der Lésung bleiben ansehnliche Mengen léslicher Baryumsalze 
zuriick, ein Teil Baryumcholat, auBerdem die Baryumsalze léslicher, nicht 
krystallisierter, vermutlich noch unbekannter Siuren, die noch untersucht 
werden. 





*) Die abfallenden krystallisierten, aber nicht einheitlichen Salze | | 


werden in das gleiche Stadium einer erneuten Gallenverarbeitung hinein- 
genommen. 
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| Ansiuern der kalten Na-Salzlésung bringt man die noch nicht 
| reine Anthropo-desoxycholsiiure zur Abscheidung, list aber- 
mals in 10-proc. Ammoniak und wiederholt die Baryumsalz- 
| fillung auf dieselbe Weise. Es bleibt nur wenig Siiure zuriick, 
die kein schwerlésliches Ba-Salz mehr gibt. Die einheitlichen 
‘Baryumsalze werden wie oben mit Soda umgekocht und die in 
| Freiheit gesetzte Siiure wird scharf im Vakuumexsiccator ge- 
trocknet. Dann lift man die weitere Reinigung iiber das 
 \rystallisierte Natriumsalz folgen. 


Zu diesem Behuf lést man die amorphe trockne Siiure in 


der 5-fachen Menge absoluten Alkohols und versetzt die siedend 
' heiBe Lésung mit einem kleinen UberschuB iiber die Aquivalente 
_ Menge ebenfalls siedender Athylatlésung (aus /,, vom Gewicht 
' der Siiure an Natrium bereitet). 


Schon nach ganz kurzem Kochen krystallisiert das Natrium- 


salz in schénen Nadeln aus. Man saugt nach 10 Minuten siedend- 
| heiB ab und wiischt zweimal mit heiBem Alkohol. Das prichtig 
| laystallisierte, auch im Mikroskop vollkommen einheitliche Salz 
' jst immer noch nicht villig frei von Desoxycholsiiure, die mit 
unerhorter Ziihigkeit der neuen Siure anhaftet. Versucht man 
'nimlich die aus dem Salz freigemachte Siiure aus Essigester 
-unzukrystallisieren, so treten nach liingerem Stehen der kon- 
_zentrierten Lésung neben der gallertartigen Form der Anthropo- 
| desoxycholsiure, wenn auch in sehr geringer Menge, die leicht 
 erkennbaren sternférmigen oder auch rosettenartigen Aggregate 
der Desoxycholsiiure auf. Sie ist als Eisessig-choleinsiiure 
- (Schmelzp. 142°) und am Ausbleiben der rotbraunen Farb- 


reaktion agnosziert worden. 
Auch wenn wir das Baryumsalz mehrfach aus verdiinntem 
Alkohol oder Pyridin umkrystallisiert oder seine Fallung noch 


' zwei- bis dreimal wiederholt hatten, lieB sich die Desoxychol- 
 siure nicht entfernen. Erst die Umkrystallisation des scharf 
| vorgereinigten Natriumsalzes aus absolutem Methylalkohol fihrte 
zum Ziel. Man list unter Sieden am RiickfluBkihler in der 
gerade nétigen Menge Holzgeist und engt dann die Liésung 
bis auf ein kleines Volumen ein. Beim Erkalten kommt nun 


endlich das reine, farblose Natriumsalz heraus, das mit wenig 
13* 
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eiskaltem Methylalkohol und zuletzt mit Methylalkohol—Athey 
1:1 gewaschen wird. Eine zweite, praparativ geniigend reine 
Krystallisation wird aus der Mutterlauge durch die fallende 


Wirkung des Athers gewonnen. Was schlieBlich in Lisung | 


bleibt, wird ebenso wie der Inhalt der ersten alkoholischen 


Fallungsmutterlauge mit einer neuen Partie von gleichem Rein- | 


heitsgrad der fraktionierten Baryumsalzfillung und den nach. 
folgenden Operationen unterworfen. 


Die freie Anthropo-desoxycholsaure wird aus der | 
Lésung des ganz reinen Natriumsalzes mit verdiinnter Salzsiiure 


bei 40—50° unter stetem Umriihren ausgefaillt und so nach 
dem Trocknen als sandiges schneeweiBes Pulver von nicht 


krystallinischer Struktur erhalten. Die Siiure lést sich spielend | 


in den Alkoholen, Eisessig und Aceton, weit leichter als die 
beiden anderen Gallensiuren in Ather und Essigester, nicht 


in Wasser, Petrolither und Benzol. Die heiB gesittigte Essig- | 


esterlésung scheidet beim Erkalten die Siiure in durchscheinen- 
den, formlosen, ‘iuBerst voluminésen Massen aus, etwa vom Aus- 
sehen einer Kieselsiiuregallerte. Derartige Abscheidungen sind 
indessen leicht abzusaugen und bilden nach dem Trocknen ein 


kompaktes Pulver von ziemlich scharfem Schmelzpunkt (105 | 


bis 110°); die Substanz enthilt festgebunden Hssigester, der 
erst beim Trocknen im Hochvakuum bei 100° langsam ent- 
weicht. Die gleichen Erscheinungen treten auf, wenn man eine 
Lisung der Siiure in Ather bis zur Ubersiittigung konzentriert. 

Dagegen kann man deutlich erkennbare Krystalle, teil- 
weise von erheblicher Ausdehnung gewinnen, wenn man eine 
weniger konzentrierte, etwa kalt gesittigte Essigesterlésung 
im offenen Reagensglas sehr langsam eindunsten laBt. Auch hier- 
bei fiihrt die ,,Krystallisation* zu magmatischen Gebilden, aber 
man kann auch deutlich das fortschreitende Wachstum grober 
Krystallindividuen verfolgen, die den gequollenen Habitus nicht 
mehr besitzen. So haben wir in einzelnen Fillen bei wochen- 
langem Zuwarten drusige Aggregate blanker schaufelférmiger 
Krystalle erhalten, die auch zur Analyse dienten. Die iiber- 
aus geringe Wachstumsgeschwindigkeit macht eine Beeinflussung 
durch Kinimpfen wirkungslos. Man hat es durchaus nicht in 
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der Hand, krystallisierte Priiparate der neuen Sidure her- 
zustellen. Der Schmelzpunkt der subjektiv krystallisierten 
Siure ist der gleiche wie der des optisch formlosen Priparates, 
was auch fiir dessen krystalline Struktur spricht. Hochst auf- 
fillig ist die besondere Krystallisationslust der Salze mit Na, 
K und Ba. Vor allem bildet das augenblickliche krystalline 
Auftreten des schénen Baryumsalzes einen charakteristischen 
Unterschied gegen die anfangs stets harzige Ausscheidung des 


Baryumdesoxycholats. 
Analysen (G. Lunde): 
4,176 mg Substanz gaben 11,280 mg CO, und 3,790 mg H,O. 


3,996 mg ms » 10,790 mg CO, ,, 3,665 mg H,0O. 
©.,H yO, Ber, C 13,47 H 10,20 
Gef. ,, 73,67 173,64 , 10,16 10,26 


Die Krystalle verwittern schon beim Trocknen im Exsic- 
cator, verlieren aber eine letzte bedeutende Menge Essigester 
7,35—7,85 °/,) erst bei 100° im Vakuum. Die Analysen- 
substanz war so zur Konstanz getrocknet. 

Wir halten die von uns dargestellten Priparate von An- 
thropo-desoxycholsiure fiir rein, d. h. fiir frei von Desoxychol- 
siure. Dafiir spricht, daB wir durch die nachher zu _ be- 
schreibende Hydrierung der leicht rein zu erhaltenden De- 
hydrosiure zu einer Dioxysiure von genau denselben Higen- 
schaften zuriickkamen, ferner die quantitativ vor sich gehende 
Umwandlung in eben diese Dehydrosiiure und endlich das gegen- 
iber den anderen Gallensiuren auffallend niedrige Drehungs- 
rermégen. Lésungsmittel Alkohol. 


0,222°, 100 
[ast = 4 = + 11,1°. 


Die spez. Drehung der Desoxycholsiure betrigt + 57,02°. 

Anthropo-desoxycholsiure ist nahezu geschmacklos; ihr 
Natriumsalz schmeckt anfangs ganz schwach siiB, dann bitter. 
Zum Nachweis eignet sich die ungemein empfindliche Farb- 
reaktion nach Liebermann-Burchard. Der Bruchteil eines 
Milligramms, in wenig Essigsiureanhydrid gelést, gibt mit einem 
Tropfen konzentrierter Schwefelsiure sofort eine tief braunrote 
Kirbung, die in diinner Schicht kirschrot erscheint und nach 
enigem Stehen in Braunoliv iibergeht. 
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Den durch Methylierung mit Diazomethan entstehende, 
Ester haben wir nicht krystallisiert erhalten. 

Die Anthropo-desoxycholsaiure besitzt nach unseren Beo). 
achtungen nicht die Fahigkeit, nach Art der Desoxycholsiuy 
Additionsverbindungen vom 'ypus der Choleinsiuren zu bildey, 
wenn auch in dem zithen Festhalten des Krystallisations-Essiz. 
esters ein Anklang an diese Eigenschaft zu erkennen ist. Sj 
iibertrifft in diesem Betracht die Cholsiiure, die gebundenes 
Lésungsmittel leichter wieder abgibt. Auch finden wir bej 
‘den wiBrigen Lésungen der Alkalisalze der neuen Siure eben. 
falls das starke Lésungsvermégen, z. B. gegen Alkaliseifey, 
wieder, das die anderen gallensauren Salze, vor allem die der 
Desoxycholsiure, auszeichnet. 


Formylverbindung. 
Beim 8-stiindigen Erhitzen von 0,5 g Anthropo-desoxy- 
cholsiure mit 1 ccm absoluter Ameisensiure im lebhaft sieden- 
den Wasserbad enisteht Diformyl-anthropo-desoxychol- 
siure. Man nimmt die iiberschiissige Ameisensiiure im Vakuun- 
exsiccator vollstiindig weg und krystallisiert den erstarrte: 
Riickstand aus Alkohol um. Feine, zu Sternen vereinigie 
Nadeln. Schmelzp. 137° unter schwachem Aufschiumen. Bem 
weiteren Erhitzen krystallisiert die Schmelze wieder, um eni: 
giiltig bei 172° zu schmelzen. 


Dehydro-anthropo-desoxycholsiure. 

3g Anthropo-desoxycholsiure werden in 20 ccm 
iiber Permanganat destillierten Eisessigs gelést. Unter Es 
kiihlung laBt man dazu 1,5 Chromtrioxyd, in ganz wenig Wasse¢! 
gelést und dann mit 5 ccm Eisessig verdiinnt, tropfen, wobe! 
die Temperatur nicht iiber 15° steigen soll. Die Lésung bleil 
nun noch 4¥/, Stunde bei dieser Innentemperatur, hierat! 
6 Stunden ohne weitere Kiihlung stehen. Die Chromsiiure is’ 
dann verbraucht. Man setzt jetzt etwas wiBrige schweflig? 
Siiture und nach und nach unter Reiben mit dem Glassta) 
Wasser zu und bringt so in kurzem das Reaktionsprodukt 
krystallinisch zur Ausscheidung. Wenn mehr Wasser nicht 
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mehr triibt, 1aBt man einige Stunden stehen und saugt dann 
ab. Ausbeute an trockenem Rohprodukt nahezu quantitativ. 

Um Spuren von Chromisalz zu entfernen, lést man in 
Soda, kocht auf, bis unter Ausfallen einiger Cr(OH),-Flocken 
die Lésung wasserklar geworden ist, filtriert, fillt von neuem 
und krystallisiert die getrocknete Siure aus wenig HEssigester 
um. Auch durch Lésen in wenig Alkohol und Zugabe von 
Wasser bis zur beginnenden Triibung laBt sich die Saure gut 
unkrystallisieren. Sie erscheint aus Hssigester (oder Essig- 
ester + Petroliither) in glinzenden, zu Rosetten vereinigten 
Nadeln, aus wif8rigem Alkohol in breiten, zerhackten Blittern, 
die an die isomere Dehydro-desoxycholsiure erinnern. Der 
Schmelzpunkt liegt bei 153—154° und steigt bei wiederholter 
Reinigung nicht héher. Die Siure ist spielend léslich in den 
Alkoholen, Eisessig und Aceton, leicht in Essigester, ziemlich 
leicht in Ather, unldslich in Wasser, Benzol und Petroliither. 
Sie gibt mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiiure nicht die charak- 
teristische Farbreaktion der Gallensiuren. 

Athylester. Im Gegensatz zur Dehydro-desoxycholsiure 
liBt sich die neue Diketocholansiure mit Alkohol und Salz- 
siure spielend leicht verestern. Der Ester ist in kaltem 
Alkohol ziemlich schwer léslich und leicht rein zu erhalten, 
Viermal umkrystallisiert — igelartig gruppierte Nadelbiischel — 
schmolz er bei 133°. Im Gemisch mit Dehydro-chenodes- 
oxycholsiureester, den uns Kollege Windaus zum Vergleich 
seschickt hatte, blieb der Schmelzpunkt scharf auf derselben 
Temperatur. Daraus geht mit aller Sicherheit hervor, daB 
Anthropo- und Cheno-desoxycholsiure identisch sind. 

3,899 und 4,240 mg Substanz gaben 10,745 und 11,660 mg CO,, 

3,455 und 3,660 mg H,O. 
Cy,H,y0, Ber. C 74,96 H 9,68 
Gef. ,, 75,12 75,01 » 9,91 9,65 

Katalytische Hydrierung der Diketosiure. 0,45 g, 
in 5 ccm reinem Hisessig gelést, wurden 2 Stunden lang mit 
0,3 g Platinschwarz unter Wasserstoff geschiittelt; es wurden 
etwa 50 ccm Wasserstoff aufgenommen, soviel als sich fiir 
2Mol. H, berechnet. Die Reaktion blieb dann stehen. Die 
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filtrierte Lisung wurde mit Wasser ausgefallt, das getrocknete 
farblose Produkt kam aus heiBem KEssigester in der charak- 
teristischen gallertigen Form der Anthropo-desoxycholsiure, 
deren Eigenschaften auch im iibrigen festzustellen waren. 


Reduktion der Diketosiure nach Clemmensen. 


1g der Siure wurde, in 15 ccm Alkohol + 7 com kon. 
zentrierter Salzsiure, mit 8 g amalgamierten, in kleine Stiicke 
geschnittenen diinnen Zinkblechs 6 Stunden gekocht, unter 
Einleiten von Chlorwasserstoff wurde das Kochen noch 4 Stdn, 
fortgesetzt. Dann destillierte man den Alkohol zum grébten 
Teil ab, versetzte mit Wasser, atherte aus, entsiuerte mit 
Sodalésung und krystallisierte den vom Lésungsmittel befreiten 
Inhalt des Athers viermal aus Alkohol um. Der Schmelzpunkt 
des Esters lag jetzt bei 88°, wahrend ganz reiner Cholanester 
bei 983—94° schmelzen soll. Im Hochvakuum ging das vor- 
gereinigte Produkt bei einer Badtemperatur von 220—230° glatt 
iiber, das Destillat krystallisierte alsbald und schmolz, nochmals 
aus Alkohol umkrystallisiert, bei 92—93°, genau so, wie eine 
Mischprobe mit reinem Cholanester am gleichen Thermometer. 


Mikroanalyse (Frl. M. Gaede): 
4,019 mg Substanz gaben 11,830 mg CO, und 4,120 mg H,0O. 
C,.H,,0. (388) Ber. © 80,41 H 11,34 
Gef. ,, 80,26 » 172 
Um alle Zweifel zu beseitigen, wurden 0,2 g des Esters 
in 3cem Alkohol mit der nétigen Menge konzentrierter Natrium- 
ithylatlésung heiB zusammengebracht, das in der Hitze in 
schénen Nidelchen auskrystallisierte Natriumsalz abgesaugt, 
unter Ather mit verdiinnter Schwefelsiure zersetzt, dann wurde 
die nach Entfernen des Athers auskrystallisierte Siure durch 
dreimal wiederholte Krystallisation auf den Schmelzpunkt der 
ganz reinen Cholansaure (164°) gebracht. Ebenso, und zwar 
am gleichen Thermometer, schmolz ein Gemisch der hier er- 
haltenen Siure mit einem reinen Sammlungspriparat. 


4,101 mg Substanz gaben 12,010 mg CO, und 4,060 mg H,0. 
C.,H,,0, (360) Ber. C 80,00 H 11,11 
Gef. ,, 79,87 » 11,08 
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Unter Bedingungen, bei denen die Reduktion der Dehydro- 
chol- und desoxycholsiiure nur eine CO-Gruppe (die im Ring I) 
angreift — Ansatz wie oben, ohne Kinleiten von HCl, Koch- 
dauer 10 Stunden — wurde hier ausschlieBlich Cholanester 
erhalten. Isolierung und Nachweis wie beschrieben. 


Die Destillation der Anthropo-desoxycholsiure 
im Vakuum. 


1,0186 g zur Konstanz getrocknete Siure wurden im kleinen 


Schwertkélbchen im Metallbad im Hochvakuum langsam er- 
hitzt. Bei etwa 250° Badtemperatur setzt die Wasserabspaltung 


Fein, nach deren Nachlassen man die T’emperatur auf 305—310° 


steigert. Die doppelt ungesittigte Saiure geht jetzt iiber und 


erstarrt im weiten Ansatzrohr zu einem hellgelben Harz. Die 


Abnahme (H,O) betrug 0,075 g = 7,35°/,, wihrend sich fiir 
2H,0 9,2°/, berechnen. (Bei einem zweiten und dritten Ver- 
such betrug der Wasserverlust 7,9 und 8,1°/,.) Das Destillat 
war in Ather nicht vollkommen ldslich, sondern enthilt schwer 
lisliche, kreidige, anscheinend polymere Anteile. Der Ather 
hinterlaBt nach dem Abdunsten einen hellen Sirup, der bald 


strahlig erstarrt. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus 


verdiinntem Alkohol wurden zu Biischeln vereinigte Nadeln 


‘erhalten, die nicht ganz scharf bei 138° schmolzen. Wir sind 


nicht sicher, ob die neue Choladiensiure einheitlich ist, und 
halten es fiir méglich, daB ein Gemisch von isomeren, durch 
die Lage der Doppelbindungen unterschiedenen Siuren vor- 
liegt. Mit den beschriebenen Choladiensiiuren ist das neue 
Priparat jedenfalls nicht identisch. 

4,036 mg Substanz gaben 11,890 mg CO, und 3,650 mg H,O. 


3,646 mg - » 10,740 mg CO,. 
C,,Hg0. (356) Ber. C 80.89 H 10,11 
Gef. ., 80,35 80,34 » 10,12 


Hydrierung der Choladiensiure. Ks wurden 0,38 g 
des Atherléslichen Destillationsproduktes ohne weitere Reini- 


}gung vom Ather befreit, in 5 ccm Eisessig mit 0,3 g Platin- 


schwarz hydriert. H,-Aufnahme nach 1?/, Stunden 50 anstatt 


48 cem. Das ausgefillte Hydrierungsprodukt wurde nach dem 
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Trocknen in absolutem Alkohol mit HCl verestert, der krystal. 
siert ausgeschiedene Athylester schmolz, 2 mal aus Alkohi 
umkrystallisiert, bei 92° und erfuhr, mit reinstem Cholan. 
ester gemischt, keine Depression. Damit ist also auch ay 
diesem Wege die Beziehung der Anthropo-desoxycholsaure zy 
Cholansiiure hergestellt. 


Zur Zusammensetzung der Leichengalle. 


Die beschriebene Aufarbeitungsmethode gestattet eine 
einigermafen quantitativen Uberblick iiber die Menge der cir. 
zelnen Bestandteile, die nach der Verseifung durch Mineral. 
siure gemeinsam ausgefallt werden. Aus einem Liter Galle 
der samt dem darin suspendierten Niederschlag verarbeite: 
wurde, erhielt man 47g an trockener Fallung. Sie lieve 
sich aufteilen in 

| 13,4 g Biliverdin, 
9,0 g Fettsiuren, 
3,5 ¢ Cholesterin, 


14,6 ¢ Gallensiuren, 
3,0 g nicht definierte Substanz ') 


43,5 ¢ 

Die Differenz ist teils durch Verarbeitungsverluste, teils dure) 
die immerhin vorhandene Wasserléslichkeit der Stoffe beding. 

Bemerkenswert ist der auffallend hohe Gehalt an Galler. 
farbstoff, der dem an Gallensiuren ungefihr gleichkomnt: 
auch im Fettsiure- und Cholesteringehalt iibertrifft die Gall 
des Menschen, wenn auch nicht im gleich hohen Mabe wi 
beim Farbstofi, die des Rindes. Dagegen sind die Galler- 
siuren in rund der dreifachen Menge in der Rindergalle eit: 
halten. Die angegebenen Mengen an den einzelnen Bestani: 
teilen sind der GréBenordnung nach bei mehreren Operatione! 
bestitigt worden und geben daher wohl ein einigermafen 21 
treffendes Bild von der Zusammensetzung der Menschengalle 
Wir wollen bei der Fortsetzung der Untersuchung dem Be. 
diirfnis nach weiteren zahlenmibigen Belegen Rechnung traget 








1) Entsteht beim Ausschiitteln des Atherextraktes mit 5 n-Salzsiiur 
(vgl. S. 192) und enthilt noch Farbstoff. 
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Kinleitung. 

Unsere Arbeit beabsichtigt, zur Methode der vergleichen- 
= den Untersuchung von Knzymen einen Beitrag zu liefern. Der 
net Vergleich der gastrischen und pankreatischen Lipase, den die 
he Vil. Abhandlung an einem Beispiel, dem Magen des Schweines, 
sai begann, soll an einer groBeren Anzahl von Tierarten und be- 
all sonders an den Fallen mit den gré8ten scheinbaren Unter- 
if schieden fortgesetzt werden. Ks gibt nicht viele Merkmale, 
bia mit denen es mioglich erscheint, | die Besonderheiten elnes 
ie lipatischen Enzyms festzustellen. Die eigentiimlichen Einfliisse 
ee Aktivatoren und Hemmungskérpern sind, wie sich in den 
od vorangehenden Mitteilungen gezeigt hat, in zu hohem Grade 
a von den natiirlichen Beimischungen abhingig. Aber _ ,,das 
em sicherste Kinteilungsprinzip ist gegenwirtig“ fiir die tierischen 
Be. Ksterasen nach der ,,Chemie der Enzyme“ von H. v. Kuler?) 
“ ydie Aciditiit der optimalen Wirksamkeit“. 

‘ure 1) Diese Abhandlung ist eine Fortsetzung der VII. u. VIII., die in 


dieser Zs. Bd. 133, S. 247 (1923/24) u. Bd. 188, 8, 216 (1924) erschienen sind. 
*) Zweiter Teil, 1922, S. 7. 
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Nachdem F. Volhard') und mit ihm W. Stade?) und 
A. Fromme’) das Vorkommen einer Lipase im Magen fest. 
gestellt, fand H. Davidsohn‘*) sie bei der Hydrolyse von 
Tributyrin viel empfindlicher als Pankreaslipase gegen dey 
reaktionshemmenden EinfluB von Natriumfluorid. Fiir be. 
sonders unterscheidend hielt Davidsohn die Lage des Re. 
aktionsoptimums, das er bei der Magenlipase des Menschen 
im sauren Gebiete (p,, = 5 bis 4) fand, hingegen bei Pankreas.., 
Leber- und Serumlipase im alkalischen Gebiet. ,,Die fest. 
. gestellte Divergenz zwischen der Pankreas- und der Magen. 
lipase wird als Beweis fiir die Existenz zweier verschiedener 
lipatischer Fermente angesehen.. .“ 

Die Lipase des Schweinemagens wirkt im alkalischen Be- 
reiche optimal. Verschieden von Pankreaslipase war nur zu- 
nichst das Wirkungsverhaltnis zwischen p,, = 8,6 und 4,7, 
Aber dieser Unterschied konnte bei der Reinigung nach dem 
Adsorptionsverfahren beseitigt werden.®) Bei der Abtrennung 
eines im alkalischen Gebiete aktivierend und zugleich eines 
hemmend wirkenden Begleitstoffes verschwand noch ein weiterer 
Unterschied von Pankreaslipase. Es stellte sich namlich zu- 
gleich die dem rohen Knzym mangelnde Aktivierbarkeit durch 
glykocholsaures Salz ein. Die VII. Abhandlung schliebt: ,, Fir 
die Annahme der Verschiedenheit von Magenlipase und Pankreas- 
lipase der untersuchten Tierart ist gar keine Stiitze geblieben." 

Den bedeutendsten Unterschied in der Abhingigkeit vou 
der Wasserstoffionenkonzentration weist die Magenlipase der 
Fleischiresser auf. Bei Hund und Katze hegt das Wirkungs- 
optimum stets bei p,, = 5,5 bis 6,3. Allein bei jedem Schritt 
der priiparativen Reinigung dndert sich die Aktivitits-p,,-Kurve 
und zwar so, daB das Maximum aus dem sauren Gebiet in 
das alkalische wandert: 





1) Zs. f. klin. Med. Bd. 42, S. 414 (1901); Bd. 43, S. 397 (1901). 

*) Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 3, S. 291 (1902). 

3} Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 7, 8. 57 (1905). 

4) Biochem. Zs. Bd. 45, 8S. 284 (1912); Bd. 79, S. 249 (1918). 

°) KR. Willstitter und F. Memmen, Diese Zs. Bd. 133, S. 247 
(1923/24). 
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: Wirkungsoptimum und -minimum im Bereich zwischen py = 4,7 und 8,6. 


Optimum py = Minimum py = 
Lipaselésung aus Mucosa . . 5,5 bis 6,3 8,6 
Gefillt mit Essigsiure . . . 5,5 bis 6,3 8,6 
Elektrodialysiert . ... . 6,3 bis 7,1 4,7 
Mit Kaolin gereinigt . . . . 7,1 bis 7,9 4,7 


Wenn man daher die lipatische Wirkung auf Tributyrin 


bei p,, = 8,6 stalagmometrisch verfolgt, so wichst trotz aller 
' unvermeidlichen Verluste in den aufeinander folgenden Ope- 
' rationen der Reinigung die Ausbeute scheinbar auf mehr als 
' das Doppelte, was durch die Abtrennung von mindestens einem 
' Hemmungskérper erklart wird. 


Die Form der Aktivitits-p,-Kurve und sogar die Lage 


_ des Optimums ist also zwar fiir die Magenlipase einer Tierart 
' in ungereinigtem Zustande konstant, aber sie ist keine Kigen- 
schaft des Knzyms selbst, sondern, wie im experimentellen 
Teil gezeigt wird, durch einen im alkalischen Gebiet wirken- 
' den Hemmungskérper und wahrscheinlich auch durch einen 
im sauren Bereich wirkenden Aktivator vorgetiuscht. 


Ks ist hiernach wahrscheinlich, da& auch die Lipase des 


' menschlichen Magens, wenn man sie nur einigen Reinigungs- 
' operationen unterwirft, im alkalischen Gebiete giinstiger als 
| im sauren wirken wird. 


Der schon in der ersten Abhandlung iiber die ,,Be- 


| stimmung der pankreatischen Fettspaltung“ leitende Gedanke’), 
' daB der EinfluB der Wasserstofizahl auf die lipatische Wirkung 
_ durch ganz andere, kompliziertere Faktoren vorgetiuscht oder 
; entstellt wird“, hat sich in allen untersuchten Fiailen bestitigt. 
' Die Einfliisse der begleitenden Stoffe erstrecken sich also auch 
/ auf die p,,-Abhiingigkeit wie auf das Verhalten gegen Ad- 
' sorbentien, gegen Aktivatoren, Hemmungskérper und Gifte, auf 
- die Haltbarkeit, das Temperaturoptimum und die Zerstérungs- 
_ temperatur der Enzyme. 


—_—— 
$$$ $$ $<» 


1) Diese Zs. Bd. 125, S. 93 (1922/23) und zwar S. 97. 
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Wenn diese Merkmale zur Unterscheidung der gastrischen 
von der pankreatischen Lipase versagen, so sind nach den 
Ergebnissen der VIII. Abhandlung die Enzyme vor allem hin- 
sichtlich ihrer Wirkung auf die hohen und niederen Glyceride 
und auf die Ester einwertiger Alkohole zu vergleichen, denn 
,einer der wesentlichsten Gegensitze zwischen Pankreaslipase 
und Leberesterase besteht in ihrer quantitativ weit differierenden 
Spezifitit fiir Substrate von verschiedener Konstitution“. — 
»in unseren Versuchen tritt deutlich hervor, daB die Pankreas- 
‘lipase fir hohe Glyceride ein sehr wirksames Enzym darstellt 
und das Leberenzym ein dafiir sehr ungeeignetes, und dab 
andererseits das Leberenzym fir die Ester einwertiger Alko- 
hole, wie Buttersiureester, sehr tauglich ist.“ 

Da die rohe Magenlipase nur schwache lipatische Wirk- 
samkeit besitzt, ist diese bisher vorwiegend stalagmometrisch 
mit Tributyrin gemessen worden. Die in folgendem be- 
schriebenen reineren Priparate sind aber geeignet, um auch 
mit Olivenél und iiberdies mit den einfachen Estern sub- 
stituierter Essigsiiuren gepriift zu werden. Es ergibt sich, dab 
die Magenlipase, die in ihrer physiologischen Funktion, wenn 
sie tiberhaupt funktionswichtig ist, der Pankreaslipase gleicht, 
ihr auch in der Konstitutionsspezifitit nahesteht, wihrend sie 
von Leberesterase stark differiert. Sie ist eine eigentliche 
Lipase. Ihr Vorkommen ist freilich quantitativ viel gering- 
fiigiger als das von Pankreaslipase: 

1 g Pankreasdriise (getrocknet) spaltet im Zustande aus- 
gleichender Aktivierung in 1 Stunde so viel Olivenél wie un- 
gefihr 750 g Magenschleimhaut des Hundes und z. B. 1000 g 
Magenschleimhaut des Schweines (getrocknet) unter Bedingungen 
der optimalen Wirkung. 

Bis zu diesem Punkte gilt wieder, daf kein Anhaltspunkt 
iibrig geblieben ist, von dem auf die Verschiedenheit der 
Pankreas- und der Magenlipase zu schlieBen wire. Nur die 
letzte Methode der Untersuchung, die Priifung der optischen 
Spezifitit, fiihrt zu einer Unterscheidung der gastrischen und 
pankreatischen Lipase. Die Spezifitit der Enzyme in ihrer 
Wirkung auf asymmetrisch konstituierte Substrate scheint von 
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‘den Begleitstoffen unabhingig und wirklich eine Kigenschaft 
‘der Enzyme selbst zu sein, zumal die Versuche von Will- 
statter und Memmen iiber die auswihlende Spaltung durch 
‘Leberesterase von Schwein und Pferd Ubereinstimmung mit 
‘den alteren Beobachtungen von H. D. Dakin ) an anders be- 
treiteten Praparaten ergeben. In der Konfigurationsspezifitit 
‘gegeniiber Mandelsiureester und Phenylchloressigester erweist 
‘sich die Magenlipase, wenn auch mit diesem ungiinstigen 
‘Material nur wenige Versuche ausgefiihrt wurden, als ver- 
rschieden von pankreatischer wie von hepatischer Lipase. 














Drehungssinn des Spaltproduktes aus 
Mandelsiure- Phenylchloressig- 
ester siiureester 

Pankreaslipase .... . ~ | ee 
Leberesterase. . ... . J. - 
Magenlipase (Hund) .. . + eM 
' Magenlipase (Schwein) . . ” ? 

_ Magenlipase (Pferd) .. . oa nicht untersucht 


Wenn die auswihlende Wirkung auf die asymmetrischen 


Substrate als eine Higenschaft der Enzyme selbst, nicht der 
‘physiologischen Enzymkomplexe, zu betrachten ist, so erlaubt 
die Priifung dieser Spezifitat, die Magenlipase als verschieden 
‘von der Pankreaslipase zu kennzeichnen. 


Experimenteller Teil, 


1. Bestimmung und Ma8 der Magenlipase. 
Zur Bestimmung der Magenlipase dient die stalagmo- 


metrische Messung der Tributyrinhydrolyse nach P. Rona 
und L. Michaelis’) und zwar gemif8 den Angaben unserer 
IV. Abhandlung.*) Fir das pankreatische Enzym war es not- 
Wwendig und durchfiihrbar, ein System ausgleichender Akti- 
vierung durch Zusatz von Natriumoleat, Calciumchlorid und 





1) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 (1903/4); Bd. 32, S. 199 (1905). 
2) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 345 (1911). 
5) Diese Zs. Bd. 129, S. 1 (1923) und zwar S. 22. 
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Kieralbumin einzurichten, dagegen konnte fiir die Leberesterase, 
bei der man keinerlei Aktivierungserscheinungen begegnete, 
auf diese Ausgleichszusitze verzichtet werden. Die Magen. 
lipase, &hnlicher dem pankreatischen als dem _ hepatischey 
Enzym, kommt in einem Komplex von wechselnder Zusammen- 
setzung mit aktivierend und hemmend wirkenden Begleitstoffen 
vor. Bei der Lipase des Schweinemagens ist es zwar miglich 
gewesen (VII. Abhandlung'), durch ausgleichende Aktivierung 
diese Einfliisse der begleitenden Stoffe einigermafBen aus. 
zuschalten, aber im allgemeinen befindet sich die Magenlipase, 
z. B. vom Hund, in solchem Zustande, daB sie nicht oder nicht 
ausgleichend zu aktivieren ist. Immerhin 1laBt sich an ein- 
zelnen Priparaten beobachten, dai das Enzym der Aktivierung 
durch willkiirlich gewihlte Zusatzstofie nicht unzugiinglich ist. § 
Die zu vergleichenden Priparate waren fiir Aktivierungsaus- 
gleich ungeeignet, der iibrigens im vorliegenden Falle nicht 
annehmbar erschien, weil es sich darum handelte, die Wirkung 
bei wechselnder Wasserstoffionenkonzentration zu vergleichen, 
Sowohl die natiirlichen Begleitstoffe wie zusitzliche Akti- 
vatoren wirken aber ungleich bei wechselndem p,.. 
Die stalagmometrische Messung der Magenlipase ergibt dem-§ 
nach nicht wirkliche Enzymmengen, die B.,-K. zu nennen wien, 
sondern nur scheinbare Enzymmengen, die als B.-[e]. be-— 
zeichnet werden sollen. Dadurch wird also ausgedriickt, dab 
die unter dem Hinflu8 im Priparate gegebener, aktivierendff. 
und hemmend wirkender Begleitstoffe und bei irgendeinem 
angegebenen p,, (im iibrigen aber unter den Bedingungen fir 
Pankreaslipase) gemessene Wirkung, nimlich Abnahme der 
Tropfenzahl, derjenigen gleicht, die von der Pankreaslipasemenge 
1 B.-K. unter eindeutig bestimmten Bedingungen (p,, = 8,65 
Aktivierung durch Calciumoleat + Albumin) bewirkt wiirde. 
Die angewandten Puffer waren zumeist: fir p,, = 4/ 
n/2-Acetatmischung nach Michaelis; fiir p,, = 5,5, 6,3, 7p 
und 7,9 m/3-Phosphatgemisch nach Sérensen; fiir p,, = 8,6 
2.5 n-Ammoniak-Ammonchloridmischung nach Michaelis. 





') Diese Zs. Bd. 133, S. 247 (1924). 
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Beispiel: Zu 56 ccm gesittigter Tributyrinlésung kamen 
a) 2 ccm m/3-Phosphatpufier von p,, = 5,5, sodann 2 ccm mit 
Essigsiure neutralisierter ammoniakalischer Auszug der ge- 
trockneten Magenschleimhaut, b) 2 ccm 2,5 n-Ammoniak-Ammon- 
chloridmischung von p,, = 8,6 mit 2 ccm derselben Enzym- 
probe. In dem auf 20° gehaltenen Stalagmometer wurde sofort 
jie Anfangstropfenzahl bestimmt und ihre Abnahme nach 
3—4 Reaktionszeiten (bei 20°). 

a) Antangstropfenzahl 112, Abnahme in 10’ 3, 20’ 6, 
40’ 12 Tropfen, 

b) Anfangstropfenzahl 112, Abnahme in 10’ 1, 20’ 2, 
40’ 4 Tropfen. 

Aus der Fig. 3 der Abhandlung [V ergibt sich fiir a) die 
scheinbare Enzymmenge — = 0,73, fiir b) aa = 0,24 B.-/e}. 


? 


2. Darstellung und Reinigung. 


Die vergleichende Untersuchung erstreckte sich auf die 
Magen des Hundes, Schweines, Pferdes, Kaninchens, der Katze, 
des Huhnes und der Wildente; die Mehrzahl der Versuche, 
besonders zur Bestimmung des enzymatischen Reinheitsgrades 
fihrten wir mit dem Hundemagen aus, 

Der dem Tiere sogleich nach dem Tode entnommene Magen 


wird nach griindlicher Reinigung zu Brei zerkleinert, durch 


Behandeln mit Aceton wie in der IV. Arbeit entwissert und 
gemahlen. Die Lipase entziehen wir diesem trockenen Material 
in etwa 2 Stunden mit der 50 fachen Menge n/40-Ammoniak. 
Die Ausbeute diirfte fast vollstindig sein, wahrend sie nach 


30 Minuten nur auf 60°/, zu schitzen war. Die in der Lésung 


erreichte Steigerung der enzymatischen Konzentration ist auf 
das Dreifache zu schitzen. 


Beispiel: Aus 1 g getrocknetem Hundemagen entstand in 30 Min. 
mit 50 eem des verdiinnten Ammoniaks ein Auszug, wovon 2 cem (bei 
Py = 4,9, mit Citratpuffer) 1,7 B.-[e]. aufwiesen; nach 2 Stunden dagegen 


erzielte man in derselben Weise 2,4 B.-(e]. 


Ubrigens ist die Ausbeute davon unabhingig, ob man die Organe 
grob zerkleinert oder fein gepulvert verarbeitet. Unter den angefiihrten 
Bedingungen fanden wir in 1g getrocknetem Hundemagen 3,2 B.-[e]. 

Hoppe-seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXL. 14 
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bei grobem Zerkleinern, 3,2 nach feinem Mahlen, 3,3 nach Verreib,) 
mit Sand. 

Eine zweite Behandlung mit verdiinntem Ammoniak hiitte die Ays. 
beute nur wenig vermehrt, z. B. um 0,25 B.-[e}. 

Es ist eine Verbesserung, die Magenschleimhaut von de; 
Muskulatur und von der starken Tunica propria abzutrenne; 
und allein zu verarbeiten. Sie kann durch stumpfes Ab. 
priparieren am flach ausgebreiteten, lings der groBen Kurvaty 
aufgeschnittenen Magen leicht gewonnen werden. Die Schlein. 
haut des Hundemagens enthilt die Hauptmenge (80 °/,, siehe 
Tab. 1) des Enzyms und zwar etwa vierfach konzentrierter al 
der gesamte Magen. Das Gewicht der Mucosa macht im Bei- 
spiel der Tabelle 20°/,, in einem anderen Fall 10°/, des 
Magens aus, der Trockenriickstand ihres ammoniakalischen 
Auszuges betrug z. B. 20°/, vom Trockengewicht der Schlein- 
haut. Der enzymatische Reinheitsgrad sei ausgedriickt durc) 
B.-[w]., d.h. durch die Anzahl von B.-[e]. in 1 cg trockener 
Substanz. Er ist bei der Verarbeitung des Hundemagens voi 
etwa 0,3 auf den Wert 1,3 der Schleimhaut und auf B.-[w]. =3 
der ammoniakalischen Enzymlésung gestiegen, also beispiels- 
weise auf das Sechzehnfache. 


Tabelle i. 


Beispiel fiir die Verteilung der Lipase in den Schichten des 











Hundemagens. 
Feucht- Trocken- R y 
: : B.-[e}. B.-[w). 
gewicht gewicht 
Mucosa... ll ¢g 1,6 ¢ 206 1,28 
Tunica propria 23 3,6 10 0,028 
Muscularis. . 16,5 3,2 42 0,138 














Die Teilung in Cardia, Fundus und Pylorus war beim 
Magen des Hundes ohne Vorteil. In 0,25 g trockener Mucosi 
von Cardia und Pylorus fanden sich 80 B.-[e]., d. i. etwas 
mehr als im gleichen Gewicht der Fundusschleimhaut. Aber 
die letztere ist der Menge nach weit iiberwiegend. 
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: Die lipatischen Ausziige in verdiinntem Ammoniak waren 
-unbestaindig, aber viel haltbarer nach Einstellung AuBerst 
'schwach saurer Reaktion. Wiahrend 2 ccm Lipaselésung, mit 
9 ccm 2,5 n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von Py = 8,6 ver- 
setzt, in einer halben Stunde eimen Riickgang von 0,9 auf 


uf , 

0.4 erlitten, war unter gleichen Bedingungen mit n/2-Acetat- 

-_ |. ; : 
‘puffer von p,, = 4,7 kein Verlust zu beobachten. Sogar 

ly . ins in . a . . » . 
bei fiinftigigem Aufbewahren (im Eisschrank) der mit EKssig- 
‘siure bis zu schwacher Triibung angesiiuerten Liésung trat 

Cz | F P P A eee 

n keine Abnahme in irgendeinem Bereich der Aktivitiits-p,,- 

A Pkurve ein. 

os Pa = 5,6 6,2 6,3 7,4 8,0 

LF fFrische Lipaseléisung . 2,8 3,1 1,4 © 0,4 0,5 B.-[el. 

'@ =835Tage aufbewahrt. . 3,0 3,3 1,8 0.4 0,2 B.-[e]. 

Le 

er 


; Kine gewisse Reinigung der Magenlipase lieB sich durch 
‘Ausflockung mit Essigsiure erzielen. Dabei fiel ein dichter 
' Mucinniederschlag aus, der den gréBten Teil des Knzyms mit- 
‘nahm, wihrend die vom Niederschlag mittels der Zentrifuge 
‘abgetrennte essigsaure Mutterlauge noch ziemlich viel vom 
“Trockengewicht enthielt. Die Fallung entstand schon bei 
sschwachem Ansiuern mit einem Male, so da eine fraktionierte 
Abscheidung der Lipase nicht ausfiihrbar war. Immerhin war 
fdie Reinigung eine 3—4fache. In dem Beispiel der Tab. 1 
ergab die Verarbeitung der Mucosa in der Fallung durch 
‘Essigsiure 180 B.-[e] in 135 mg ‘Trockengewicht, also 
—§).-[w]. = 13,3, wiihrend in der Restlésung nur 30 B.-[e]. zuriick- 
Dbheben. Im Vergleich zum Magen erschien also die Kon- 
ventration auf das 40 fache gesteigert. 
_ Zur niichsten Steigerung des Reinheitsgrades diente die 
‘Llektrodialyse. Wir unterwarfen ihr die Auflésung der be- 
MM schriebenen ganz frischen Essigsiurefillung in n/40-Ammoniak 
S\Bnach dem Neutralisieren mit Essigsiure. Als Aufenfliissigkeit 
*Bwurde nicht Wasser, sondern n/100-Kssigsiiure verwendet, da 
e'das Enzym bei schwach saurer Reaktion giinstigere Haltbar- 
Keit zeigt. Nach kurzem erfolgte eine reichliche Ausflockung, 


14* 











ae See 
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zum groBen Teil an der Membran und die Lipase war wied 
in ihrer Hauptmenge in dem briunlichen Niederschlag ent. 
halten. In diesem Zustande war B.-[w]. auf 28 und 36 of 


stiegen. 


Bestimmung bei py = 6,3: 86 mg ergaben 240 B.-[e].; 0,88 mo 


ergaben 3,1 B.-[el. 


Erst in dem so gereinigten Zustande ist die Magenlipas 
fiir die Adsorption durch Tonerde oder Kaolin geeignet. Dil 


Lipase des Niederschlages, aus dem Elektrodialysator in n/4(. 
Ammoniak gelést und neutralisiert, lieB sich bei groBer Ver. 


diinnung durch Kaolin, und zwar durch 3°/,, bezogen auf di : 
Menge der Lisung, adsorbieren und mit glycerinhaltigen, 
2?/,-basischem Ammonphosphat eluieren. Fir die Steigerun ; 
des Reinheitsgrades war es zweckmiiBiger, nach der Elektr. 
dialyse mit der ziemlich konzentrierten Lésung der Lipase nu fh 
eine Voradsorption durch Kaolin (ebenfalls mit 3°/, der Lisung : 


auszufiihren. Obwohl dabei keine bemerkenswerte Anderun 


des Trockengewichts erzielt wurde, ist doch dieser Adsorption: 
maBnahme gemiiB dem Vergleich der Aktivitiits-p,-kurven in 
4. Abschnitt eine charakteristische Steigerung der enzymatischeR 


Reinheit zu verdanken. 


Die priparativen Vornahmen der Fillung mit Essigsiue ye 
der Elektrodialyse und der Voradsorption sind mit Verlustafy 
verbunden. Dennoch ergibt die Ausbeutebestimmung zufoly 


der Tab. 2 eime scheinbare Zunahme der Lipase um 130! 


bei der Bestimmung im alkalischen Gebiete, dagegen eine A!-— 
nahme um etwa 75°/, bei der Bestimmung im schwachsaurefh 
Medium. Gesetzt, die Operationen waren ohne Verluste au-— 
fiihrbar, so wiirde sich dementsprechend eine scheinbare Au 
beute der Lipase von mehreren Hunderten Prozent ergebeue 
Daraus geht hervor, da8 die Reinigung mindestens einen 1 
alkalischen Gebiet wirkenden Hemmungskirper abgetrennt haf 
AuBerdem macht der Vergleich der bei p,, = 6,3 gemesseneify 
scheinbaren Lipasemengen, die bei einer einzigen wenig Vee 
lust bringenden Operation stark abfielen, es wahrscheinlici 


daB auch ein im sauren Gebiete wirkender Aktivator abgetren'— ° 


worden ist. 








Me 
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Tabelle 2. 
Scheinbare Ausbeute und enzymatische Konzentration bei der 
Reinigung der Hundemagenlipase. 
Reinheits- | Ausbeute} Reinheits- | Ausbeute 
Zustand des Enzyms grad B.-[w}. | °/o grad B.-[w]. | "lo 
bei py = 6,3 bei py = 8,6 
| Schleimhautauszug 39 | (100) 0,4 (100) 
‘nach Fillung durch | 
| Essigsiure. . 10,9 | 95 24 200 
-nach Elektrodialyse 35,1 | 31 25,8 220 
-nach Voradsorption 
- mit Kaolin. >37 24 >27 232 


D3, Aktivitats-p,,-Kurven der Magenlipasen in rohem Zustande. 


Unsere Versuche, die in der Tab. 3 mitgeteilt und in der 
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Fig, 1. 


Aktivitits-p,,-Kurven einiger ungereinigter Magenlipasen. 


4 Fig. 1 in einem Beispiel veranschaulicht werden, vergleichen 
' die Magenlipasen verschiedener Tiere ohne Reinigung hinsicht- 
7 lich ihrer Abhingigkeit von der Wasserstoffionen-Konzentration. 
1 Dabei begegnet man den gréBten Unterschieden, die zunichst 
: nur mit der Annahme vereinbar zu sein scheinen, daB es sich 
um verschiedene Kinzyme handelt. 


Pip= 1.00;— ATE. = N v i 
sa ~ / 
be Scnwe! F 
0.80 Oo ea pV" See 


Bei der rohen Lipase des Schweinemagens (Abh. VII) war 





das Wirkungsoptimum im alkalischen Bereich gefunden worden 
sauch Nr. 9 der Tab.), aber das Wirkungsverhiltnis zwischen 





; 
| 





paint ert sapranecmemnne. 
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P,, = 8,6 und 4,7 betrug nur 2—8 gegeniiber dem Quotienten 24 
bei pankreatischer Lipase in héherem Reinheitsgrade. Eben. 
falls im alkalischen Gebiete, und zwar bei p,, = 8,6 ode 
dariiber hinaus, finden wir das Optimum der Pferdemagen. 
lipase (Nr. 11 der Tab.) und den Quotienten fiir p,, = 8.6 
P, = 4,7 ahnlich wie beim Schwein, nimlich = 6. Die Magen. 
lipase des Kaninchens wirkt dagegen am _ giinstigsten hej 
P,, = 6,3; zwischen der Wirkung im sauren und alkalische, 
Gebiet ist der Unterschied gering. Diesen Fillen stehen dic 
Beispiele der Magenlipase von Hund (Nr. 1—3 der Tab) 
Katze (Nr. 4) und Wildente (Nr. 5) gegeniiber mit Optimun 
im entschieden sauren Gebiete bei p,, = 5,5 (bis 6,3) und mit 
einer Wirksamkeit bei p,, = 8,6, die fiinfmal kleiner ist als 
bei p, = 4,7 im Falle von Hund und Katze, etwa zweimal 
kleiner bei der Wildente. 

Wenn die p,,-Abhingigkeit fiir ein Enzym kennzeichnend 
wire, so sollten die Magenlipasen der zuletzt genannten Tiere 
durchaus verschieden sein nicht allein von der Pankreaslipase, 
sondern auch von der Magenlipase des Pferdes und Schweines 
Pankreaslipase vom Hund, zum Vergleich herangezogen (Nr. 12 


Tabelle 3. 


Magenlipase verschiedener Tiere: p,,-Abhangigkeit. 























3 scheinbarer Butyrasewert B.-[w]. bei | & : : 
= Tiewwet Qe eg 
5 Po=4,7; 5,5 | 6,3 | 7,1 | 7,9 | 8,6 | © |S: 
1)Hund ......| 0,17 0,18 | 0,13 | 0,12 (0,04 0,03 |0,18] 5, 
2)|Hund ......] 1,7 35 /37 (82 120 11,7 11,0 | 6,3 
Siiiesd 2.5: 22 |31 (39 {1,2 |0,6 /0,4 {0,18} 6.3 
4|Katze ...... 25 (30 |26 |1,6 |0,4 |0,6 [0,24] 5,5 
5] Wildente ....] 0,005 0,018 | 0,009 | 0,008 | 0,002 0,003 0,6 | 5,3 
6 | Kaninchen 0,50 0,59 (0,88 | 0,55 (0,35 | 0.46 10,92] 6.3 
TOU ea ns 0,05 | 0,025 0,05 | 0,075 | 0,05 | 0,02 40,4 | 7,1 
8} Schwein. .... 0,07 | 0,05 | 0,07 |0,12 | 0,07 | 0,05 0,7 | 7,1 
9]Schwein..... 0,37 0,56 0,64 | 0,68 |0,75 | 0,42 J1,1 | 7, 
10] Pferd ...... 0,07 | 0,07 | 0,17 | 0,22 |0,25 (0,40 |5,7 | 8,6 
11]Pferd ...... 0,05 |01 (02 10,15 02 (03 {60 | 8,6 











r=) 


12|Hund(Pankreas)| 5 | 5 | 25 | 35 | 55 | 25 [5,0 | 7, 


d 


Ky 
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BS der Tab.), hat in rohem Zustand (ammoniakalischer Auszug) 
das Optimum bei p,, = 7,9; sie unterscheidet sich nur so weit 
yon der Pankreaslipase von Pferd und Schwein, wie es bei 


ungleicher Reinheit des Materials der Fall zu sein pflegt. 
Nach den untersuchten Beispielen scheint es, als sei die 


Magenlipase der Carnivoren (Hund, Katze, auSerdem auch 
| Wildente) fiir saures Medium eingestellt, und zwar, wie sich 
'in dem folgenden Abschnitt zeigt, durch die Assoziation mit 
_gewissen Begleitstoffen, die Magenlipase der Herbivoren da- 
gegen fiir die Wirkung in alkalischem Medium. Diese Regel 
'yerdient an ausgedehnterem Material gepriift zu werden. 


D4. Anderung der Aktivitats-p,-Kurve bei der Reinigung von 


Magenlipase. 
Die im vorigen Abschnitt mitgeteilten Aktivitits-p,-Kurven 


der Magenlipasen verschiedener Tiere sind miteinander ver- 
gleichbar, da das Material auf gleiche Weise verarbeitet und 
in frischem, rohem Zustande unter Anwendung desselben Puffers 
hestimmt wurde. Die Form dieser Kurven andert sich schon 
' ein wenig bei der Verwendung anderer Puffer, betrichtlicher 
_beim Altern der rohen Priparate, des getrockneten Magens 
| oder der Magenschleimhaut, am meisten jedoch im Gang der 


oy 
‘elnigung. 


Anderung der p,;,-Kurve unter dem Einflu8 von Neutralsalzen, die 


an Proteasen schon E. Abderhalden und A. Fodor’) beobachtet, 
hat an der lipatischen Komponente der Takadiastase vor kurzem 
_J. Ogawa?) beschrieben, 


Bei der Hydrolyse des Tributyrins durch Lipase des Hundemagens 


_ (gealtertes Priiparat, ammoniakalischer Auszug) war im sauren Gebiet 
| nit Citratpuffer nach Sdédrensen die Geschwindigkeit gréfer als mit 
| Acetatmischung nach Michaelis. 


Pu = 4,4 4,7 
Citratpuffer. .... 2,2 2,4 
Acetatpuffer. . . .. 4,7 2,1 


‘) Fermentforschung Bd. 4, 8. 191 (1921). 
2) Biochem. Zs. Bd. 149, S. 222 (1924). 
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Die Verinderung beim Altern beobachteten wir z. B. ay ; 


der trocken aufbewahrten Schleimhaut des Hundemagens: ji, 


3—4 Wochen trat ein Riickgang der Wirksamkeit ein, etwa ff 


stirker im saueren als im alkalischen Gebiet. 


Versuch mit 20 mg getrockneter Schleimhaut eines Hundemagens, 


Pu = 4,7 55 63 °& 7,1 7,9 86 8,6:4,7 
2Jui... 44 68 78 25 1,2 O08 Ble}. 1:55 
1. August. . 16 34 44 18 09 40,6 B-fe. 1:3, 


An gealterten Priiparaten des Schweinemagens zeigte sichfE 
nicht mehr regelmaBig das in der VII. Abh. angegebene starke 
Wirkungsoptimum im alkalischen Gebiet, statt dessen ein nu 
geringer Anstieg (Tab. 4, Nr. 1 und 2) und noch hiiufiger soga fF 
ein Abfall der Wirksamkeit (Nr. 3—6 der Tab.) im alkalischeaf 


Gebiet im Vergleich zum sauren. 


Tabelle 4. 


Anderung der py-Abhiingigkeit beim Altern. 
(Lipase von Schweinemagen.) 





Nr Praiparate simtlich [py=5,5] 6,5 1,5 8,6 | Lage des & 
20 Monate alt B.-[w]. | B.-[w]. | B.-[w]. | B.-[w]. [Optimum & 
1 | Getr. Schleimhaut III | 0,17 | 0,17 | 0,17 | 0,25 36 6 OF 
21V Museul. C .. .] 0,12 0,15 0,12 0,17 8,6 
s}IlF ......] 022 | 027 | 0,22 | 0,12 6,5 
sirP..... .P @io F O27 f oat | one 6,5 
BiLIC......% 4 |] Oot } Om | O50 6,5 
6] IV Museul.....] 0,80 0,22 0,07 0,10 5,5 




















Die schrittweise Reinigung nach dem im 2. Abschnitt mit & 
geteilten Verfahren hatte bei der Lipase des Hundemagen 


regelmiBig eine Veriinderung der Kurve in einem und den: 


selben Sinne zur Folge. Das Maximum riickte vom sauren 11 
das alkalische Gebiet und das Verhiltnis der Wirkung be ; 
p,, = 8,6 und 4,7 iinderte sich so zugunsten des alkalischege 


Bereichs, daB dieser Quotient von 0,18 auf 3,0 anstieg. Di 


Tab. 5 und die Fig. 2 verzeichnen die scheinbaren Butyrase-f 
einheiten B.-[e]., die in 1 g getrockneter Schleimhaut und uf 
aliquoten T'eilen der gereinigten Priaparate gefunden wurden ff 








Vas 


wy 


2 Aus der steileren Kurve darf | 


— mums geschlossen werden. | | 
b Die aus der Tab. 5 er- 1 | 
300 . ! 
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Tabelle 5. 
Beispiel fiir die Anderung der py-Abhiingigkeit bei der Reinigung von 





Hundemagenlipase. 
Trocken- 
Priparat PH =4,7] 5,5 | 6,3 | 7,1 | 7,9 [8,6] gewicht |8,6:4,7 


anmon. Auszug aus 
1g Schleimhaut . 220 3151390}125} 60 4140 1,000 1:5,5 


anmon. Lésung der 


Essigsiiurefillung . 180 |280/570]130] 85 |] 80] 0,340 | 1:2,25 
nach Elektrodialyse . 17 88] 119] 115] ver- | 88] 0,034 |1,1:1 
loren 


nach Voradsorption 
mit Kaolin . . . 31 62} 931115] 103 793 ? 3,0:1 


























In Fig. 2 findet infolge des linearen MaBstabes der Ordinate die 


| Steigerung von 200 auf 400 B.-[e]. (rohe Lipase) zwischen py = 4,7 und 


6,3 einen iibertriebenen Ausdruck gegeniiber der Steigerung von 30 auf 
90 B.-[e]. (gereinigte Lipase). 





B.-(e]. T 





nicht etwa auf einen viel enge- 





: 400 a 
ren Bereich des Wirkungsopti- | 





sichtliche Verschiebung des ry 
Wirkungsoptimums lieB sich / 


auch bei Anwendung anderer 





Reinigungsverfahren wieder- 200 
finden. So ergab sich in einem 
anderen Falle nach teilweiser | 





Adsorption mit Kaolin fiir die 
100 a 


bei py, = 7,9, fiir die Restlisung bl -——J 

















Elution die optimale Wirkung at | a 
| 
| 


bei py, = 6,3. In einem weiteren 





Beispiel verschob sich beim pH= 50 60 70 80 


Adsorbi Sui 
dsorbieren und Eluieren das Fig. 2. p,,~Aktivitats-Kurven der rohen (I) und 


_ Optimum von py =5,5—6,3 bis gereinigten (II) Lipase des Hundemagens. 


in den Bereich von 7,1—7,9. 

Eine so gereinigte Probe wirkte zum Unterschied vom Pankreaspriparat 
auf eine mit Lichtgriin gefirbte Fibrinflocke in salzsaurer Lésung stark 
peptisierend, aber nicht tryptisch in alkalischem Medium. 


| Die Verschiebung des Maximums der Aktivitits-p,,-Kurve 
infolge der Reinigung und bei jedem Schritt derselben laBt 
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erkennen, daf die Abhingigkeit der lipatischen Wirkung yoy | 
der Wasserstoffionenkonzentration, wie man sie an den rohey, & 


Priparaten beobachtet, nicht eine Eigenschaft, ein Merkma| 


der Lipase selbst ist. Es ist die Schuld von Beimischungen, f 


die im alkalischen Gebiet stark hemmen, wahrscheinlich auch 


von solchen, die im saueren Gebiete aktivieren, daB die Akti. : 
vitiits-p,,-Kurve in so hohem MaBe gefiilscht und das Optimun § 


fir das rohe Enzym statt im alkalischen im saueren Bereich 
gefunden wird. 


5. Aktivierungsversuche. 


Bedeutende Aktivierung der pankreatischen Lipase wird 
fiir die Butyrinhydrolyse durch Calciumoleat bewirkt, das in 
Kombination mit Albumin zum Aktivierungsausgleich woh! 
geeignet ist. Bei der Magenlipase des Schweines beansprucht 
(Abh. VII) eine andere Aktivierung, die durch glykocholsaures 
Natrium, besonderes Interesse, da ihr Ausbleiben einen charakte- 
ristischen Unterschied gegeniiber Pankreaslipase bedeuten sollte, 
An der in verschiedenem Reinheitszustand erhaltenen Lipase 
des frischen Hundemagens wurde nun der EinfluB eines Zu- 
satzes von Calciumoleat mit Albumin gepriift, wie er z. B. bei 
einem Pankreasauszug Steigerung von 1,4 auf 12,6 B.-E. be- 
wirkte. Weder mit ammoniakalischem Auszug der frischen 
Schleimhaut des Hundemagens (Tab. 6, Nr. 2—4) noch an den 
reineren Liésungen (Nr. 6 u. 7) gelang es in irgendeinem Falle. 
Aktivierung durch Calciumoleat und Albumin hervorzurufen. 
Ks ist bemerkenswert, daB dagegen lipatische Ausziige aus 
langer aufbewahrtem, getrocknetem Hundemagen des 6fteren 
(Nr. 9—11), wenn auch nicht immer (Nr. 8 der Tab.), eine 
Steigerung durch diesen Zusatz erfuhren. Man darf also aus 
den vorliegenden Beobachtungen nicht schlieBen, daB die Lipase 
des Hundemagens einer solchen Aktivierung unzugiinglich sei; 
wahrscheinlich ist nur der Reinheitsgrad dafiir nicht geeignet. 
Er mag eher dem Zustande der rohen Lipase des Schweine- 
magens als der gereinigten, aktivierbaren entsprechen. Un- 
wahrscheinlich ist es, dab die Nichtaktivierbarkeit der Hunde- 
magenlipase auf héherem Reinheitsgrad beruht — so etwa wie 








al & Calciumoleat + Albumin erleidet. 
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on & Pankreaslipase, je mehr man sie reinigt, je mehr man Hemmungs- 
o, # stoffe abtrennt, desto geringere Ausschlige auf Zusatz von 
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1, 
sh Tabelle 6. 
y Verhalten von Magenlipase gegen Calciumoleat + Albumin. 
(10 mg CaCl,, 15 mg Albumin, 10 mg Natriumoleat.) 
ni 
‘ a Ere 
Nr. Lipasepriparat ohne Zusatz | mit Zusatz 
B.-[e}. B.-[el. 
1 | Pankreas vom Schwein 1,4 12,6 
4] 2 | Magenschleimhaut, Hund 1 1,1 i,l 
is 3 | Magenschleimhaut, Hund 2 0,5 0,3 
Mn 4 | Magenschleimhaut, Hund 3 0,6 0,5 
bl ® 5 | Magenschleimhaut vom Pferd 1,0 0,7 
rt 6 | Elution aus Kaolinadsorbat (Hund 1) 0,3 0,3 
™ 7 | Elution aus Aluminiumadsorbat (Hund 1) 0,3 0,3 
8 | Ammoniakalischer Auszug aus altem 
ee rohem Magen, Hund 4 ky 1,5 0,4 
e 9 | WiBriger Auszug aus altem rohem Magen, 
e Hund 5. ae hg ee 0,5 1,2 
10 | Ammoniakalischer Auszug aus demselben 0,7 1,5 
1. semen 
11 | Ammoniakalischer Auszug aus altem 
el rohem Magen, Hund 6 i,1 2,9 
Ae 
‘ 6. Wirkung auf verschiedene Substrate. 
H . a. 
Aus dem folgenden Vergleich der hydrolysierenden Wirkung 
, ; 
auf hohe und niedere Glyceride und auf Ester einwertiger 
) 
Alkohole geht hervor, daB das Magenenzym wie das pankreatische 
LS . . 7 ry eg . oe ® had 
zu den eigentlichen Lipasen gehdrt, die zugleich befihigt sind, 
n aes 
auch einfache Ester gut zu hydrolysieren und daB es sich in 
e , é; 
seiner Wirkung vom Leberenzym wesentlich unterscheidet, 
§ Ot : wails 8 
_ ip mer Ksterase, die nur in geringem MaBe befahigt ist, Fett 
_ —— zu spalten.*) Das Magenenzym wirkt, wenn man die Hydrolyse 
Me f J] . . . . e ee bed 
| aut eine und dieselbe Butyrinspaltung bezieht, auf Olivenél in 








allen Fallen viel stiirker als Leberesterase. 


) Vgl. VIII. Abh. S. 5, 16 u. folgende. 








' einem untersuchten Falle (Hund) nicht ebenso giinstig, in einem 
anderen Falle (Schwein) etwas giinstiger als Pankreas, aber in 








sinihcntntdthiniscummsasiiatainaasteninate sini e tes nteaen 


' 





990) R. Willstaétter, F. Haurowitz und F. Memmen, 


Als einfacher Ester diente racemischer Mandelsiureiithy). 
ester, dessen Hydrolyse der folgende Abschnitt behandelt. Die yey. 
gleichende Bestimmung mit Olivenél geschah bei praktisch koy. 
stanter alkalischer Reaktion (p,, = 8,9; 30°) unter Zusatz von (Cal. 


ciumchlorid; die Verseifung im saueren Medium nach der drittey § 


Bestimmungsweise der I. Abh.") ergab einen itihnlichen Wert, 


Der ammoniakalische Auszug aus getrockneter Mucosa des Hunée- 
magens lieferte mit Essigsiure eine Fallung, die wir nach Abzentrifugieren 
wieder in 14 cem n/40-Ammoniak lésten. In 1 cem dieser Lésung fanden 
wir bei py = 8,6 385 B.-[e]. Die tibrigen 13 cem der Léisung wurden 
mit 2,5 g Olivenél, 2 cem 1,0n-Ammoniak—-Ammonchloridpuffer yoy 


Pu = 8,9 und 0,5 cem 2°/,iger CaCl,-Lisung angeschiittelt, um bei 30° 10’ F 


einzuwirken. Nach dem Ansiiuern wurde die entstehende Olsiure aus. 
geiithert und nach dem Abdampfen des Athers zur Titration (Indicator 
Phenolphthalein) in Alkohol aufgenommen. Gefunden 3,0 ecm n/10-KOH 
entsprechend 3,3°/, Spaltung. Fir 1 Stunde ergibt sich daraus die 
Spaltung von 2,6°/,, d.i. 0,11 L.-E. 

Die Bestimmungen der Olspaltung durch Lipase des Schweine 
magens sind in der VII. Abh. (S. 252) mitgeteilt. Die Vergleichswert: 


fiir Pankreas (Schwein) entnehmen wir der VI. Abh. (S. 246) und de 


VIII. Abh. (8. 17, 34, 37), fiir Leber (Schwein) der VIII. Abh. (S. 17 u. 34, 


Die folgende Zusammenstellung bezieht die Wirkungen der : 
drei lipatischen Enzyme auf Tributyrinspaltung, also auf B.-L 


und B.-[e]. Die Menge der Pankreaslipase von 10000 Butyrase- 
einheiten entspricht 10 L.-K. und mit derselben Enzymmenge wird 
unter den Versuchsbedingungen der VIII. Abh. (20°, 24 Stunden 
mit Puffer 8°/,, ohne Puffer 1°/, vom Mandelsiureester verseift. Die 


entsprechenden Werte von 10000 B.-[e]}. des Hunde-'und Schweine- | ' 


magenenzyms betragen 2,8—20 L.-E., die Mandelsiureesterspal- 
tung 16—19°/,. Bei der Leberesterase ist hingegen die lipatische 





Wirkung sehr gering, die Wirkung auf Mandelsiureester sehr stark & 











bei py =8,6 | beipy =8,6 mit Pudfer | ohne Puffer 


Pankreas (Schwein) 10000 10 a | 1%, 











Leber (Schwein) . . 10000 0,4 sehr hoch | 84°/, 
Magen (Hund) ... 10000 2,8 19°/, | ne 
Magen (Schwein). . | 10000 20 2 ae — 





') Diese Zs. Bd. 125, S. 93 u. zwar 8. 126 (1923). 


B.-E. L.-E. Mandelsiaureesterspaltung 
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7. Stereochemische Spezifitat. 
Die Kinwirkung der Magenlipase auf die einfachen Ester 


 asymmetrisch konstituierter Sauren wurde analog den letzten 
 Versuchen von Willstatter und Memmen mit Pankreas- 
und Leberenzym und mit derselben Versuchsanordnung vor- 
‘ gnommen. Als Substrate wihlten wir Mandelsiiure- und 


Phenylchloressigsiureester, aus denen z. B. die Leberesterase 


; entgegengesetzt drehende Verseifungsprodukte bildet. In dem 
' neuen Kalle ist das Organpriparat weniger giinstig infolge des 


geringen Gehaltes an EKnzym und eines groBen an Begleit- 


' stoffen, die zum Teil lislich und optisch aktiv sind. Die Ver- 


suche sind daher, wie die Tabelle ersehen liBt, nicht aus- 


' nahmslos gelungen und die gefundenen Drehungswinkel sind 
| der Korrektur zu unterziehen. Das Ergebnis (Tab. 7) ist, dab 
die Spaltungsprodukte im Drehungssinne von den durch pankrea- 
 tische und hepatische Wirkung gebildeten abweichen. Die 
| ausgewihlten Antipoden sind in beiden Fallen entgegengesetzt 
. denjenigen, welche die Pankreaslipase vorzieht. 


Knzymmaterial war die aus den ammoniakalischen Extrakten der 


a Magenschleimhaut (Hund, Pferd, Schwein) mit Essigsiure gewonnene 
'‘Fillung, die sich im Puffergemisch merklich liste. Die Hydrolyse 
_ geschah in 25 cem NaHCO,—CO,-Puffer (p,; = etwa 7) mit Toluol in 
' %4—72 Stunden bei 20°. Danach unterwarf man die angesiuerte Fliissig- 
| keit der Extraktion mit Ather 2 Stunden im Perforator und trennte die 
_ gebildete Siiure von der iitherischen Lésung des zuriickgebliebenen Esters 


durch Ausschiitten mit verdiinnter Natronlauge ab. Die entstandene 


_ Mandelsiure unterwarfen wir einer weiteren, gemi8 dem Leerversuch aus- 


reichenden Reinigung. Die in iiblicher Weise isolierte Siure nahm man 
in Wasser auf und befreite die Lésung durch Filtrieren iiber Kieselgur 
von Beimischungen. Die Mandelsiiure wurde in wiiSriger, die anderen 
Substanzen in alkoholischer Lisung polarisiert (2 dm Rohr mit 6 cem 
Inhalt) und danach mit n/10-NaOH titriert. Die Phenylchloressigsiure, 
sowie die Ester sind ohne Reinigung polarimetrisch bestimmt worden 
und sie enthielten Beimischungen, niimlich linksdrehende. Die Werte 
der Tab. 7 fiir die Ester und die chlorierte Siiure kénnen also nur im 
Sinne zu geringer Rechtsdrehung entstellt sein. 








a a 





| 











Tabelle 7. 


Spaltung racemischer Substrate durch Magenlipase. 
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getrocknete 
wa 7 y Verbr. P 
; Schleimh. (8), | Zeit Spaltung Jo (J = 2)}a(1= 2)] [@]p 
Nr. Substrat gereinigt durch 0,1 n-KOH Bemerkung 
‘illung mit 
Essigsiiure | Stdn. ecm o. Sdiure | Ester | Siure 
1 ohne Substrat Hund 10g] 24 0,00 0,00 0° |-—0,50° 0° ! 
2 | Mandelsiureithylesterig{ Pferd TO0g] 36 0,98 1,76 +0,07°} —0,20°] +14° | vor Reinigung war | 
[«]p = — 40°! 
3 desgl. ig} Hund 10g] 72 2,02 3,64 +0,07°7 — + 7° 
4 desgl. 2g] Hund 25g] 24 2,10 1,89 —0,07°] —0,07°| — 7° | Material bakteriell 
infiziert 
5 desgl. 1g] Schwein 24g] 48 1,15 2,07 +0,16°}—0,17°} +28° 
6 | Phenylchloressigsiure- Hund 10g] 72 1,17 2,16 +0,10°} —0,65°] +16° ss , 
methylester ig | Siiure verunrei- 
aot, 9 9.9 1101 on 4401 2 FO nigt durch links- 
7 desgl 05¢]| Hund 5g] 48 s70 94 +0,i1 0,44° + 7 | iciak | heh. 
‘ mischungen 
~ desgl. ig|Schwein 24g] 48 1,20 2,21 |—0,15°]—0,09°| —22° : 
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